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ABREVIATURAS UTILIZADAS EN EL PRESENTE TRABAJO: 
ig-^ ; Inmunoglobulina
H-2: Sistema principal de histocompatibilidad en ratones
TRF : Factor que remplaza a las células T
PCS : Suero bovino fetal
ConA : Concanavalina A
MLC : Cultivo mixto de linfocitos
MHC : Sistema mayor de histocompatibilidad
HLA : Sistema mayor de histocompatibilidad en humanos
CML : Linfocitotoxlcidad mediada por cëlulas
CTL : Linfocitos T citotôxicos
NK : Citôtoxicidad natural
DTH : Hipersensibilidad de tipo retardado
C3NeF : Factor nefritico C3
C3bBb : C3 convertasa
Co F : Factor del veneno de cobra
MAC : Complejo de ataque a la membrana. C5b-9
SHN : Suero humano normal
PHA : Fitohemaglutlnina
PBL : Linfocitos de sangre perlférica
ADCC : Citotoxicidad dependiente de anticuerpos
EA : Hematîes sensibilizados con igG
EAC : Hematîes sensibizados con IgM y complemento
PBS : Tampôn fosfato salino
E : Hematîes de carnero
IL-2 : Interleuquina 2
CTC : Células T en cultivo prolongado
M. E. : Movilidad electroforêtica
CAC : Células activadoras de complemento
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IN'I «nnucClON
I.1 CONCEPTOS FONDAMENTALES DEL SISTEMA INMUNE
El reconoclmiento especlfico y eliminaciôn selective de 
las sustancias extranas al organisme se reallza por un conjun­
to de moléculas y células, que constituyen el "Sistema Inmune".
A estas sustancias capaces de provocar una respuesta inmune se 
las denomina "antigènes".
Cuândo un antigeno se introduce en un organisme la res­
puesta inmune que se produce es doble:
- humoral que se realiza a través de unas proteinas deno 
minadas "inmunoglobulinas". La parte del antigeno a la cual se 
unen estas proteinas se denominan déterminantes antigénicos o 
epitopes.
- celular que se realiza a través de células efectoras del 
propio sistema inmune.
El tipo de célula prédominante en la respuesta inmune es el 
linfocito; siendo el linfocito B el responsable de la respuesta 
humoral y el linfocito T el responsable de la respuesta celular. 
AdemSs de los linfocitos, el sistema inmune depende de otros ti­
po s de células denominadas accesorias, entre las rue cabe desta- 
car a los monocitos-macrôfagos, que facilitan o regulan la res­
puesta inmune (1-5).
Todas las células linfoides tienen su origen en la médula 
ôsea, de donde emigran a unos ôrganos linfoides denominados pri­
maries (Fig. 1),donde por influencia del microentorno proliferan 
y se diferencian adquiriendo los receptôres de superficie necesa 
rios para responder a un estimulo especîfico (6-8).
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En el caso de los linfocitos T este 6rgano primario es el 
timo y en el de los linfocitos B es la mêdula 6sea (boisa de Fa 
bricio en aves). Estos linfocitos son inmunocompetentes y se de 
nominan linfocitos "vîrgenes", que pueden ser estimulados por 
un antigeno para generar células efectoras y cëlulas de memoria. I
En la actualidad,existe una considerable evidencia acerca de que |
estos dos ûltimos tipos de células no derivan directamente de los !
linfoeitos vîrgenes,sino de una clase intermedia de cëlulas inmu- |
nocompetente s que provisionalmente se denominan linfocitos "madu_ j
ros. No estS claro aûn si el paso de linfocitos "vîrgenes" a "ma_ j
dures" depende de la presencia de antigeno; pero la diferendia- |
ci6n de linfocitos "maduros" a células efectoras requiere estlmu- 
lo por Un antigeno especifico. Esta activaciôn, dependiente de |
antigeno, tiene lugar en unos ôrganos linfoides denominados secun 
darios (9) que poseen las estructuras y células accesorlas nece- 
sarias para el correcte procesamiento y presentacién antigénica.
Estos ôrganos son principalmente el bazo y el sistema de ganglios 
linfSticos. La distribuciôn de los linfocitos desde los ôrganos 
primaries a los secundarios se realiza a través de la sangre y 
del sistema linfStico.
Después del encuentro con el antigeno, los linfocitos B se 
transforman en células plasmSticas, capaces de segregar inmunoglo 
bulinas, y los linfocitos T se transforman en células efectoras 
que controlan la respuesta celular (rechazo alogénico, reacciones 
de ingerto contra huésped, hipersensibilidad de tipo retardado, 
destrucciôn de células infectadas por virus, etc.) y colaboran '
con los linfocitos B en la respuesta a ciertos antlgenos denomi- ^
nados timo-dependientes.
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1.2. LINFOCITOS B
1.2.1. Marcadores de superficie del lintocito B
1.2.1.1. Inmunoolobulinas de superficie
Su existencia fuê prôpuesta hace 73 anos por Ehrlich (lO) y 
hoy en dîa constituye el marcador mâs caracterlstico de la estir 
pe celular B (11,12,13). Es generalmente aceptado que las inmunô 
qlobulinas de superficie actuan como receptor especif ico del an- 
tlqeno.
1 .2.1.2. Receptores para complemento
Uhr y col. (14) describieron que complejos antigeno - anti- 
cuerpo - complemento son capaces de unirse a algunos linfocitos 
de cobaya, a través de receptores de membrana para diversos com- 
ponentes de complemento. Posteriormente, en humanos se ha descri- 
to la presencia de receptores para Cio (15), C3d (16, 17), C4h - 
(18) y C3b (19) . Parece ser que en ratôn existen células R sin 
receptores para complemento, mientras que en humanos la mayor fa 
de los linfocitos B tienen receptores para complemento (20). 
También se ha demostrado la existencia de receptores de comple­
mento en macrôfanos y PMM (20).
1 .2.1.3. Receptores para el fragmente Fc de la IgG.
La presencia de!' receptor para el Fc de la IqG en las célu
las con inrt\unoqlobulinas de superficie, ha sido motivo de discre
panda entre distintos qrupos de investioadores. Asî, para unos- 
ninquna célula B expresarîa este tipo de receptor (21) mientras 
que para otros autores, este séria un marcador propio de un gran 
ndmero de linfocitos B (22) . Hoy en dia se tiende a pensar que 
los linfocitos B presentan este receptor, pero a diferencia de 
otras poblaciones, Fc positivas, precisarlan una alta concentra- 
ci6n de IgG sobre la superficie del hematie para formar las rose 
tas (23) .
1.2.2. Estructura de las inmunoolobulinas
Las inmunoglobulinas son olicoproteinas constituidas por 4 
cadenas polipeptidicas, dos de las cuales tienen un peso molecu­
lar de 53.000 y se denominan cadenas "pesadas" (H) y las otras 
dos tienen un peso molecular de 20.000 y se denominan "ligeras" 
(L) , que permanecen unixlas por puentes disulfuro e interacciones 
no covalentes (24). En vertebrados superiores existen 5 isotipos 
diferentes de cadenas pesadas denominadas: S ,^ ,o(,6 y^L y
dos tipxDS de cadenas ligeras "Kappa" y "lambda" las cuales al 
combinarse entre si constituyen las diferentes inmunoglobulinas 
IgA, IgG, IqM, IqD ê IqE. En una molécula de inmunoglobulinas 
las dos cadenas ligeras son siempre iguales (25,26).
Por estudios de secuenciaciôn de aminoScidos se comprobô 
que la regiôn C terminal era muy similar en las diférentes cade 
nas polipeptidicas, mientras que la regiôn N terminal presentan 
una qran variabilidad de un polipêptddo a otro. Estos dos seg­
mentes de la molécula se designaron reqiôn constante y reqiôn 
variable respectivamente (27) . El nOmero de aminoâcidos de las
-f-
regiones variables es muy similar en las cadenas ligeras v posa- 
das.
Se comprobô que en las regiones variables residîa el centro 
active (paratope) de üniôn con el antigeno (epitope), mientras 
que en las regiones constantes residen las funciones efectoras 
que son comunes a todas las inmunoglobulinas de una clase dada 
(28). Cada molécula de inmuno^lobulina posee dos sitios idénti- 
cos de uniôn con el antigeno.
Por anSlisis qenéticos de las inmunoglobulinas se ha podido 
observer la existencia de 3 tipos de marcadores antigénicos:
- Alotipos son variantes de las inmunoolobulinas sobre las 
regiones constantes, responsables de la inmunizaciôn homôloga 
(entre individuos de la misma especie).
- Isotipos son déterminantes antlgénicos que caracterizan 
cada clase y subclase de las cadenas ligeras y pesadas y que son 
responsables de la inmunizaciôn heterologa (entre especies).
- Idiotipos son déterminantes antigénicos que se encucnt ran 
sobre las regiones variables y que con^ieren individualidad a 
las inmunoglobulinas (28, 29 y 30).
Por 01timo, existen dos teorîas para explicar la divers idad 
de las regiones variables de las cadenas ligeras y pesadas:
- la teoria de la lînea germinal postula que en el genoma 
del individuo exinten la mayorîa de los genes que codifican to­
das las regiones variables, (V) es decir, las especificidades
frente a todos los antigenos posibles.
y- la teorîa de la mutaciôn somStica postula que existe un 
nOmero de qenes (V) menor, que se diversificarîa nor mutaciones 
6 reconbinaciones durante el désarroilo del sistema inmune (31, 
32) .
1.2.3. Heteroqeneidad funcional de los linfocitos B
Los linfocitos B constituyen una poblaciôn heterogenea tantô 
en su perfil funcional como en là expresiôn de sus marcadores de 
superficie.
Se ha trabajado intensamente solire la caracter i zaci 6n de 
los estadios del desarrollo de los linfocitos P analizando 1 s ad 
quisiciôn ontolôqica de varies isotipos de inmunoglobulinas, de 
antlgenos la, de receptores para la porciôn Fc de la IgG y de re 
ceptores para complemento. Se ha encontrado que la secuencia de 
apariciôn de estos marcadores es independiente de las células T 
é inalterable por un antigeno externe. Las cadenas pesadas ^  , 
que es el Cnico isotipo detectado en el citoplasma de las célu­
las pre-B en hîgado fetal, preceden a todos los isotipos nue se 
expresan en la membrana de células B.
También se ha estudiado la respuesta a diferentes tipos de 
mitôgenos y de antîqenos en linfocitos B, y la inactivaciôn se- 
lectiva después de la exposiciôn a senales de tolerancia. No 
obstante, no se ha llegado a establecer la causa de la heterooe- 
neidad funcional de la poblaciôn B, sobre la cual existen dos 
teo’-îas diferentes:
- selectiva supone oue existen subpoblaciones de células B 
que divergen de un "sistema celular" comdn (33,34, 35).
- reguladora supone que la heteroaeneidad de linfocitos R 
es el resultado de una expresiôn asimétrica de estadios secûncia 
les de maduraciôn de una lînea simple B (36, 37), es decir, esta 
lînea simple de células B produce diferentes tipos de inmunoglo­
bulinas en respuesta a activadores cualitativamente distintos.
Diferentes autores partidarios de la teorîa selectiva han 
descrito la existencia en ratones de dos subpoblaciones defini- 
das por los antîgenos : Lyb 3,5,7 (38) y la W39 (39), présentes 
en una de ellas y ausente en la otra. Estas subpoblaciones se 
diferencian en los mitôgenos y antîgenos a los que son capaces 
de responder (40) y en los isotipos de Igs que producen en la 
respuesta; asî como en la existencia ô no de restricciôn a nivel 
de MHC. (41) .
Otros autores (42) definen también dos subpoblaciones de ' 
linfocitos B que difieren en su reouerimiento para la activacjôn: 
una necesita contacte celular con las células T "ayudadoras" con 
restricciôn genética a nivel H2; y otra responde al TRF secreta- 
do por células T "ayudadoras" y sin existir tipo alguno de con­
trol genêtico.
En humanos, estudios hechos con diferentes mitôgenos (43,44) 
conducen a resultados anSlogos a los obtenidos con ratones (37), 
que llevan a concluir que los diferentes mitôgenos estimulan dis 
tintas subpoblaciones ô estadios de diferenciaciôn de los linfo­
citos B.
También se han utilizado los isotipos de las inmunoglobuli­
nas expresadas en la membrana citoplasmStica para separar las po 
blaciones linfocitarias B, y estudiar sus capacidades funciona- : 
les :
-Ault y Towle (45) separan los linfocitos B en funciôn de 
la expresiôn de IgG sobre su membrana y encuentran que la mayo- 
rla de las células que expresan IgG,-son positivas en la expre­
siôn de IgM e IgD, y rèsponden fuertemente a PWM, produciendo 
los isotipos ^ y y r mientras que las células que no expresan 
IgG en su membrana no son capaces de sintetizar inmunoglobuli­
nas de las clases G y M. No obstante las dos subpoblaciones son 
capaces de proliferar en respuesta a este mitôneno, siendo mayor 
la proliferaciôn en el caso de las que presentan IgG en su mem­
brana .
-Saiki y Ralph C4 6) sugieren que las células mononucleadas 
de sangre periférica que maduran para producir IgG ô IgA, en 
respuesta a PWM y Staphylococcus aureus, son células negativas 
en la expresiôn de IgM é IgD en su membrana. Analogamente Levitt 
y Dagg (47) demuestran que la mayorîa de los precursores de IgG 
é IgA en respuesta a PWM son negativas para IgM en la membrana, 
de acuerdo con los datos de Thiele al al. (48).
Asî mismo, se ha estudiado la inhibiciôn de la producelôn 
de inmunoglobulinas por tratamiento de los linfocitos B precurso 
res de las células plasmSticas con sueros anti-inmunoglobulinas, 
obteniendo resultados que son contradictories a los anteriores, 
ya que segdn aquellos los precursores de células productoras de
ioG tenirfar; 3a’-5 C ] ab en r^ u rienJ'iar.a ('^ ,^50) .
Todos estos trabajos buscan la corre]aci6n entre ]a oxfje- 
si6n de ]os isotipos de las inmunoQ]obnlinas dr membrana v e] er
tadio de maduraciôn ô subpoblaciôn de los linfocitos B,teniendo 
en cuenta la secuencia en que se encuentren los nenes que cod i fi 
can las regiones constantes de las cadenas pesadas en e] DNA.
Otros autores han utilizado otros marcadores diferentes de 
las inmunoalobulinas para separar los linfocitos B y hacer un es 
tudio funcional:
- Lucivero et al. (SI) ]os separan en virtud de )a capaci- 
dad para fornar rosetas esponténeas con eri troc]tos de ratôn y 
encuentran que linfocitos que tienen esta propiedad expresan en 
su membrana laM é laD, pequenas cantidades de laG é 3qA y recep 
tores para complemento, pero no para el fragmente Fc de la IgG; 
y responden probab) emente a P'TM; mientras que los linfocitos R 
que no son capaces de formar aouel1 as rosetas son ricos en re­
ceptores Fc. En base a estas observaciones y a las encontradas 
en leucemias linfoides crôni cas, donde existe un 65-80® de rélu 
las B con este marcador (52), elles indican que puede existir 
una correlaciôn entre la presencia de receptores para er i t roc i- 
tos de ratôn y un paso en la maduraciôn de las células P., que a 
su vez puede estar relacionado con la presencia de receptores 
para el fragmente Fc de la IgG.
Esta pequena revis i ôn sobre linfocitos B humanos nos muestra 
lo centrevertida que esté la cuestiôn de las subpoblaciones de
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linfocitos B, controversia nenerada principalmente por la escasa 
informaciCn que existe sobre el tema.
La dnica cohclüéiôn posible es que existen diferentes, qui- 
z Sb preexistentes, subpoblaciones de células B (teoria selecti­
va) 6 diferentes estadios secunciales de maduraciôn provenientes 
de una sola linea B (teoria reguladora), que tienen distinto fe- 
notipo y que pueden ser estimulados a células productoras de dis 
tdntos isotipos de inmunoglobulinas por activadores de estas cé­
lulas B, los cuales tienen la habilidad de discriminar entre - 
aquellos estadios ô subpoblaciones.
1.3. LINFOCITOS T
1.3.1. CaracterIsticas y marcadores
Los linfocitos T constituyen una poblaciôn heterogénea de 
células inmunocompetentes responsable de una gran variedad de 
funciones inmundlôgicas;
Los linfocitos T poseen una serie de estructuras antigéni- 
cas que los definen fenotipicamente. En el ratôn estas estructu 
ras son : el antigeno 6 ô Thyl,que puede presentarse en dos 
formas alélicas Thy 1.1 y Thy 1.2., la serie de aloantfgenos Ly: 
(Ly 1.2.3 yl5) y el aloantigeno TL. La expresiôn de estos antl­
genos varia con los estadios de diferenciaciôn (53,54,55,56).
En humanos, gracias al uso de anticuerpos monoclonales, se 
han podido définir antîgenos présentes en los diferentes esta­
dios de diferenciaciôn: asî, aproximadamente un 10% de los lin-
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focitos tîmicos son capaces de reaccionar con dos anticuerpos m o  
noclonales anti-T9 y anti-TlO. (estadiol). Con la maduraciôn, los 
timocitos pierden T9, retienen TlO y adquieren T6. Simultanéamen 
te,estas células expresan T4 y T5/T8 (estadioll)• Estos très an­
tlgenos estân présentes en un 70% de la poblaciôn tîmica. A medtda 
que avanza la maduraciôn expresan T1 y T3 y se dividen seqûn t4 y 
T5 en dos subpoblaciones (estadio III). Las células adauieren la 
competencia inmunolôqica en este estadio. Una vez fuera del timo 
pierden TlO y las dos subpoblaciones (Tl, T3, T4) y (Tl, T3, T5) 
representan las funciones cooperadora (51, 58) y supresora/cito- 
tôxica respectivamente (59,6 , 61).
El antigeno T4 aparece en un 55-65% células T periféricas y 
el T5 esté présente en 20-30% (58).
A pesar de todo, el dnico marcador universalmente reconoci- 
do de linfocitos T humanos es la capacidad que tienen dichos lin 
focitos de formar rosetas con hematies de carnero (E). Este mar­
cador, aunque présente en todas las poblaciones 1infocitarias de ' 
rivadas del timo, no pa’'eco que se encuèntre con icrual intensidad 
en toda la gama de linfocitos T. Asî, podemos encontrar linfoci­
tos con alta afinidad por el hematie de carnero, que son capaces 
de formar rosetas Incluso en mal as condiciones de ensayo (29<"C y 
baja concentraclôn de suero bovino fetal (FCE)) ô aeuellos oue 
necesitan condiciones muyes trie tas como baja temperatura (4'’c), 
alta relaciôn hematie/1infocito y alta concentraciôn de fCR, es­
tos serîan linfocitos con baja afinidad para el E. (62).En los 
linfocitos T se han estudiado diferentes marcadores de s u p e r f i ­
cie présentes en distintas subpoblaciones, ya que se considéra
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Oue estos marcadores puedan estar implicados en actividades fun 
cionales é interacciones celulares. También se han definido dife 
rentes subpoblaciones de células T humanas en base a distintas 
estructuras de membrana, como receptores para varias lectinas 
(63), receptores para histamina (64) y la expresiôn de la (65,
66). La mayoria de estos marcadores no parecen estar directamenr 
te relacionados con las funciones de las células T. Una excep- 
ciôn importante es el receptor para la porciôn Fc de las inmuno­
globulinas IgG é IgM (67,68). Estos receptores no estSn présen­
tes en 16s timocitos; pero si en diferentes subpoblaciones de 
linfocitos T periféricos (69,70,71). También los receptores pa­
ra el fragmente Fc de la IgG se encuentran en una fracciôn de 
células T activadas, principalmente después de la estimulaciôn 
alogénica (72,73) .
1.3.2. Subpoblaciones funcionales de los linfocitos T.
Los linfocitos T pueden clasificarse, bajo un aspecto fun­
cional,en dos categoriasî células reguladoras y células efectoras,
1.3.2.1. Linfocitos T. reguladores
Bajo esta denominaciôn se engloban a aquellos linfocitos T 
que influyen en la diferenciaciôn de linfocitos B a células pias 
méticas y a aquellos que reaulan la respuesta de las células T 
efectoras.
La regulaciôn de la respuesta inmune puede ser positiva, en 
cuyo caso nos encontraremos frente a linfocitos T "ayudadores" ô
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negative, que se 1 leva a cabo por linfocitos T "supresores"(13).
Linfocitos T ayudadores (TA). Este têrmino surgiô por 
la participaciôn del linfocito T en la respuesta humoral a dete£ 
minados antîgenos (los timodependientes). Estarîamos ante la coo 
peraciôn de linfocitos TA y B en la respuesta inmune. Posterior- 
mente, se observé que estos linfocitos (TA) cooperaban en la ge- 
neraciôn de células T efectoras. Serîa una cooperaciôn entre TA 
y T efectores ( 74, 77).
En ratôn, esta subpoblaciôn celular viene definida fenotî- 
picamente por los antîgenos Thy 1, Ly 1^ Ly 2,3~y comprende al~ 
rededor de un 30% de los linfocitos T periféricos. En humanos, 
la mayorîa de los autores (70, 78) consideran oue los linfoci­
tos T ayudadores son aquellos que tienen receptor para la por- 
ciôn Fc de la IgM y que reaccionan con el anticuerpo monoclonal 
0KT4. Sin embargo, hay que tener en cuenta que los linfocitos 
con receptor para el fragmente Fc de la IgM contienen células 
del tipo supresor, si se estimulan con ConA (78).
- Linfocitos T suptesores (TS): son aquellos oue en deto£ 
minadas circunstancias son capaces de suprimir la respuesta in 
mu ne. La supresiôn se observé en la produceiôn de inmunoolobu­
linas tanto en ratones, como en humanos, lo nue implica inter- 
acciones entre linfocitos TS y B; aunque posteriormente se des 
cribiô la interacciôn entre TS y T efectores nue regulan nega- 
tivamente la respuesta de éstos Cltimos (79, 80). Fenotîpica- 
mente, en ratones estos linfocitos se definen por la presencia 
de Thy 1, Ly 1 , 2,3^, ( a veces Ly 1 t ). Sobre esta pobla-
(S'
ciôri se han descrito antînenos cod i f i cados nor el locus l-d de 
la reqiôn 3 de! H-2 (PI, 82).
En humanos, la poblaciôn supresora puede tener receptores 
para el fragmente Fc de la IgG y de la IgM, aunque parece oue 
los que tienen receptores para la porciôn Fc de la IqM necesi­
tan la estimulaciôn con ConA para producir supresiôn (78). Asî 
mismo, esta poblaciôn reacciona con al antisuero monoclonal 
OKT-8.
Estudios de clonaje han corroborado los datos fenotîpicos 
de los linfocitos T reguladores de ratôn, pero no han confirma 
do los datos sobre los antîoenos T4 y T8 en las noblaci ones 
ayudadoras y supresoras en el caso de humanos.
1.3.2.2. Linfocitos T efectores
Estos linfocitos llevan a cabo funciones taies como: 
la respuesta proliferativa a aloantîgenos, respuesta citotôxica 
y respuesta de hipersensibi1idad de tipo retardado.
- Respuesta proliferativa a aloantîaenos.
Se puede estudiar "in vitro" en la prueba denominada cult£
vo miocto de linfocitos (MLC) , que se relaciona "in vivo" con la
fase de reconocimiento y rechazo de las reacciones de transplan
te e injertos (83) . El cultivo mix to de linfocitos f.oê origina-
riamente descrito por Bach y col. (84), y Bain y col.(85)y con­
siste en el cultivo "in vitro" de linfocitos de dos individuos 
antinénicamente diferentes. Como consecuencia del reconocimien-
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to antigénico las células comienzan a expandirse y la medida de 
este crecimiento es lo que constituye el MLC. Los antîqenos nue 
reconocen las células son, principalmente, los denominados LD 
(^lymphocyte determinant*) que estén codificados en el HLA 6 H-2 
del sistema mayor de histocompatibilidad (MHC) (86). Este tipo 
de respuesta se lleva a cabo por linfocitos T, con un fenotipo 
idéntico en ratôn a las células ayudadoras Ly 1 *, 2.3 ", de ta] 
manera que serîan células que ayudarlan al desarrollo de las cê 
lulas citotôxicas Ly 1 ~, 2, 3 + que se producen en un cultivo 
mixto de linfocitos.
- Respuesta citotôxica;
La respuesta cititôxica mediada por las células T puede 
ser de varies tipos:
a) - Linfocitotoxicidad mediada por las células (CML).
Las células T capaces de mediar esta reacciôn se qeneran 
en el cultivo mixto de linfocitos. Para ejercer su funciôn cito 
tôxica primeramente se produce un reconocimiento y uniôn con la 
célula diana (87), donde parece residir la especificidad del 
ataque de la célula efectora. Posterir>rmente, se produce la des 
trucci'ôn de la célula diana por un mecanismo inespecîfico y to- 
davîa desconocido,
Los linfocitos T citôtôxicos son especificos, es decir, ma 
tan especifix:amente a las células diana contra las cuales havan 
sido sensifai'lizados (88) . Las células efectoras en este tipo de 
citotoxicidad son de-la estirpe T, aunque fenotipicamente djfe- 
rentes a las responsables del cultivo mixto de linfocitos . En
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ratôn, estas células T citotôxicas son Lyt 1 ~, Lyt 2,3 ^ , la 
mientras que en humanos se asocian con aquellas poblaciones con 
receptores para el fragmente Fc de la IgG, ô aquellas que expre­
san los antîqenos Tl, T3 y T5/T8, aunque esto debe confirmarse 
en estudios posteriores (89,57).
Por flltimo, hay que mencionar un fenômeno relacionado con 
estas células citotôxicas (CTL), conocido como "restricciôn H-2" 
y que fué descubi'erto por ZinKernagel y Doherty (90). Este fe­
nômeno consiste en que cuSndo activâmes CTL en un MLC frente a 
células haptenizadas Ô pretratadas con virus, estas CTL solo 
son activas cuando la célula efectora y la célula diana son 
iguales en las regiones K, D del H-2 (la célula diana debe pre­
senter siempre el hepteno ô el virus contra el cual se haya sen 
sibilizqdo ), Este fenômeno ha planteado la necesidad de un do- 
ble reconocimiento antigénico del linfocito T efector para 11e- 
var e cabo su funciôn citotôxica, nno a través del MHC y otro 
que reconoceria al ahtfgeno (hapteno, virus, etc.) asegurando 
asî la restriX3ciôn singéni'ca en la estimulaciôn de células T 
(91, 92, 93).
B) T Citotoxididad natural (NK) ô esponténea.
Se puede définir como aquelle actividad citotôxica que pre 
sentan linfocitos de individuos sanos, no sensibilizados, cuan­
do se enfrentan a c1ertas células diana en un sistema "in vi­
tro" (94,95).
Existe controversia sobre el tipo de célula que media esta 
actividad citotôxica, aunque muchos trabajos correlacionan a las
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■células efectoras de esta ci to toxic idad con células T. En sistc- 
mas murinos, Heberman et al. (96) demostraron que usando altas 
concentréeiones de antisueros anti-Thy 1, en presencia de comple 
mento, desaparecerîa la actividad NK. En humanos, algunog auto­
res piensan que todas las células NK tienen receptores para he­
maties de carnero, aunque de baja afinidad (97).
- Hipersensibilidad de tipo retardada (DTH).
Es una forma de la respuesta inmune mediada por células T. 
Si a un individuo que esté sensibilizado a un agente infeccioso, 
se le inyecta una pequena cantidad de antîoeno en la piel, las 
células de la memoria sensibilizadas se acumulan y atraen a 
otras células al lugar donde el antigeno ha sido inyectado, or£ 
ginando la apariciôn de una pâpula visible a las 48 horas ( de 
ahî el térmtno retardada). Esta respuesta se lleva a cabo por 
linfocitos T (DTH), capaces de segregar mediadores actives que 
causan una acumulaciôn de células mononucleares y basôfilos y 
un aumento de la permeabilidad vascular. (98, 99).
1.4. MACROFAGOS
El macrôfago es el tercer tipo de célula que esté întima- 
mente asociado al desarrollo y expresiôn de la respuesta inmune; 
A diferencia de los linfocitos T y B, los macrôfagos no estén ni 
restriPgidos clonalmente ni son antigenos especificos. Los macrô 
fagos tienen varias caracterIsticas y marcadores de superficie 
que hace que su identificacion sea relativamente fécil. La més 
clésica de sus propiedades es su capacidad fagocitica, con gran
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facilidad para inqerir particulas marcadoras que pueden ser visua 
Ijzadas al mlcroscoplo. AdemSs contienen gran cantidad de vacuolas 
en las que existen enzimas lisoqénicos, lo que permite el uso de 
métodos histoqulmicos para su identificaciôn. El més empleado 
de estos mëtodos es la tinciôn con esterasas, descrita origina- 
rlamente por Yam et al. (100) y modificada posteriormente por 
Koski et al. (101).
Presentan también receptores para el fragmente Fc de la IgG 
y para diferentes componentes del complemento: C3b, C4b y C3d 
(102,103).
Entre las funciones de los macrôfagos estén la captaciôn, 
metabolismo y presentaciôn antigénica a los linfocitos T y B, la 
regulaciôn de la respuesta humoral y celular directamente Ô por 
la liberac'iôn de factores solubles (interleuquina 1) , secreciôn 
de enzimas y factures del complemento, mecanismos de fagocito- 
si's y pinocitosos asl como su funciôn activa en los procesos de 
la respuesta inflamatoria (104).
I. 5. LINFOCITOS WULOS j "NULL")
Se definen como linfocitos nulos aquellos que carecen de 
los receptores o capacidades funcionales tîpicas de los linfoci 
tos T, B ô macrôfagos.
Estas células expresan receptores para el fragmente Fc de 
la IgG. Morfolôgicamente se parecen a los linfocitos T, de tal 
modo que se ha descrito una gran correlaciôn entre las células 
nulas y los linfocitos T.
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I. 6 SISTEMA PEL COMPLEMENTO. ACT.TVACION: VÏA5 CLASICA Y ALTER- 
NATIVA.
Los orlgenes de nuestro conocimlento sobre el complement o 
aparecen unldos a la microbioloafa y se remontan a un siglo. En 
1880, Buchner senal6 que el suero fresco no era un buen medio 
de cultivo para bacterias, ya que se vuelve fScilmente putresci­
ble después de permanecer 30 min. a 566, o por envejecimiento 
(pasando unos dias a temperatura ambiente). Nueve anos més tar 
de, se précisé que, "in vitro" y en ciertas condiciones, el 
suero es capaz de lisar las bacterias. A esta propiedad debida 
a un factor termolébil, Buchner la denominô "alexina", es decir 
"sustancia que defiende".
En 1895, Bordet estableclô que la vibriolisis necesita la 
acciôn 6 concurso de dos qrupos factores, unos especificos, 
termoestables: anticuerpos, y otros no especificos, termolébi- 
les, présentes en el suero y cuyo conjunto forma el sistema del 
complemento.
El complemento es un sistema biolôgico, multimolecular que 
constituye el mediador humoral primario de las reacciones antige 
no-anticuerpo. La actiVaciôn del complemento puede tener dos 
consecuencias biolôgicas di'stintas:
1 - alteraciones funcionales y estructurales de las membra 
nas biolôgicas y muerte celular.
2 - activaciôn ?e algunas funciones celulares especiali za- 
das, que tienen lugar por los productos de reacciôn de la acti-
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vaclôn del complemento.
La signifIcaciôn biomédica del complemento ha sido astable 
cida eh los ûltimos anos como su participaciôn en la resisten- 
cia a infecciones y a ciertas enfermedades (105, 106).
Operacionalmente el sistema del complemento puede dividir- 
se en dos vias, cada una de las cuales comprende varias unidades 
funcionales. Las 11 proteinas que comprenden la via clésica han 
sido agrupadas en 3 unidades funcionales:
- unidad de reconocimiento.:Clq, Clr, Cls
- unidad de activaciôn.: C2, C3, C4
- complejo de ataque a la membrana (MAC): C5, C6 , C7, C8 y 
C9.
La via alternativa 6 de la properdina esté compuesta al me 
nos por 5 proteinas del suero, una de las cuales C3, es también 
operativa en la via clésica. La via alternative prescinde del 
Cl,C2 y C4, activa desde C5 hasta C9 de una manera anéloqa a la 
via clésica. En adiciôn a estas 15 proteinas, el sistema del 
complemento incluye 3 reguladores: un înhibidor enzimético y 2 
enzimas inactivadoras, es decir, el sistema complète esté com- 
puesto por 18 proteinas diferentes.
Una de las caracterIstioas, que constituye la base molecu­
lar de las actividades biolôgicas del complemento es su inhe- 
renté habilidad para promover la transiciôn de moléculas solu­
bles a constituyentes periféricos o quizés intégrales de la 
membrana. Esta habilidad es dependiente de la generaciôn de re 
giones de uniôn sobre estas moléculas por los enzimas que se
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qeneran en la activaciôn del complemento. Las enzimas responsa­
bles tienen una estructura cuaternaria compleja, son endôgenas 
al sistema y representan ejémplos de proteasas altamente espere 
cializadas. Su acciôn se produce como consecuencia del ensamb)a 
je de complejos muItimoleculares di-stintos a partir de componen 
tes simples/ que en estado nativo reacci'onan reversiblemente. F.l 
dano celular dependiente de complemento se produce por un com­
ple jo de proteinas,que rompe la membrana presumiblemente por 
ataque fisico-quîmieo.
También existen productos no citoliticos que interaccionan 
con las membranas celulares y provocan diversos fenônomenos bio 
lôqicos. Entre estos productos, existen dos péptidos de bajo pe 
so molecular. (C3a, C5a) que tienen un alto contenido de =(-bél£ 
ce, la cual puede ser un reflejo de su afinidad por los recepto 
res de la membrana. A causa de sus funciones orîentadas hacia 
la membrana, el complemento puede ser un efector extracelular y 
modulador de las membranas biolôgicas.
1.6.1. Via clésica del sistema de complemento.
Los componentes de la via clésica son 11 nliooproteinas 
(107). Las cadenas polipeptidicas de todas estas proteinas se 
designan con letras griegas, p.e. : C3 =(. y C3 p ; y los fragmen- 
tos que resultan como consecuencia de la acciôn enzimética se 
designan con letras latinas, p.e.: C3a y C3b. Las caractcrlst£ 
cas fisicas de todas estas proteinas las podemos observer en la 
tabla 1.
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Los procesos bloquîmicos que tienen lunar en la activaciôn 
de complemento por la via clésica las podemos resumir en:
- a) Transiciôn de proteinas solubles a proteinas de mem­
brana .
Todas las proteinas son solubles en soluciones acuosas. En 
estado nativo ninguno de los componentes tienen afinidad por la 
membrana. En la activacîôn adquieren esta afinidad, que puede 
producirse por 3 mecanismos:
-intèraeciôn reversible iônîca aplicable a Cl.
-activaciôn enzimética de sitios de uniôn, aplicable a C2,
C3, C4 y C5.
- adsorciôn aplicable a C6, Cl, C8 y C9.
- b) Ensamblaje de complejos enziméticos: C3 y C5 conver-
tasa.
C3 convertasa es un complejo formado por los fragmentos C2a 
y C4b; producidos por la acciôn de Cls activado. Este complejo 
enzimético actûa sobre C3 originando C3a y C3b.
C5 convertasa es un complejo multienzimético formado por C2a, 
C4b y C3b. Actûa sobre el componente C5 originando C5a y C5b.
- c) Activaciôn de péptidos y anafilotoxinas.
Por la acciôn de las actividades enziméticas anteriores se 
producen una serie de péptidos, de los cuéles C3a y C5a tienen 
actividades biolôgicas similares como son producir la liberaciôn 
de histamina de los mastocitos, la minraciôn quimiotéctica de los 
polimorfos nucleares y la contracciôn de la musculatura lisa.
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Teniendo en cuenta estos procesos, veamos las reacciones 
que tienen lugar en la activaciôn de complemento por la via clé
r r
C l q ^   > S^A— ^ Clq
^ s  s
Si A Cl 
C^ -> C4a + C4b*
SiA Cl 
C2— ---> C2a* + C2b
S^^+ C4b* + C2a* -> S u  C4b,2a
Sii C4b,2a
, > C3a + C3b*
SjLi C4b,2a + C3b* S^^ C4b,2a,3b
Sii C4b,2a,3b 
C5 ^ C5a + C5b*
Sill * C5b* + C6 + C7 + C8 + C9 — > S m  C5b,6,7,8,9.
Se producen 3 unidades funcionales que tienen 3 sitios de 
uniôn a la membrana topolôgicamente distintos: (Fig. 2)
- sitio I Ô sitio de reconoc imiento
- sitio II Ô sitio de activaciôn
- sitio III Ô sitio de lisis.
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1.6.2 Via alternativa del sistema del complemento
En 1954, Plllemer et al. (108) encuentran un nuevo mecanis 
mo de resistencia a las infecciones, gracias a una protelria pre­
sente en suero normal y denominada properdina, que es capaz de 
reaccionar de una forma no especifica con una gran variedad de 
polisacaridos y lipopolisacaridos. Sin la participaciôn de anti­
cuerpos especificos, la properdina fué capaz de activar comple­
mento y ser instrumente de la destrucciôn de bacterias, la neu- 
tralizaciôn de virus y la liss de eritrocitos de pacientes con 
hemoglobinuria paroxfstica nocturna. La acciôn de la properdina 
requiere Mg , una actividad sensible a hldrazina llamada fac 
tor A y una actividad termolébil llamada factor B (109). Después 
de varios anos de discusiôn, se postulô un segundo mecanismo de 
activaciôn de complemento (110).
En 1903, Flexner y Naguchi (111) demostraron la aboliciôn 
de la actividad hemolltica del suero por veneno de cobra. Este 
era capaz de activar el sistema de complemento sin consumo de 
los componentes tempranos. Debido a que este sistema activador 
era operative en contra de bacterias y en la lisis de eritroci­
tos con hemoglobinuria paroxfstica nocturna (112), se pensô en 
una relaciôn entre este sistema activador y el sistema de la 
properdina y se identified al factor A con C3 y al factor B con 
C3PA (C3 proactivador).
Las proteinas que forman parte de esta via de activaciôn 
y sus caracter!sticas'se pueden observar en la tabla 2y a pariir 
del componente C5, este sistema comprende los mismos elementos
21
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finales que la via clSsica.
Un esquema de la activaciôn de complemento por la via al- 
ternativa que comprende iniciaciôn, amplificaciôn, estabiliza-- 
ci6n y control se puede ver en la figura 3.
En pocas palabras lo podemos resumir: C3b unido a la mem 
brana celular une reversiblemente el factor B (113) , en presen 
cia de Mg^^, dando lugar a la apariciôn de un sitio en dicho 
factor , susceptible al ataque por una proteina con actividad 
serin-esterasa denominada factor D. El fragmento que se produce 
en este ataque se denomina Bb y permanece unido a C3b originan- 
do un complejo llamado C3 convertasa oue produce la runtura de 
C3, de una forma anSloga a como ocurre en la via clâsica por la 
acciôn de C4a2b 6 C3 convertasa. El centro activo para la ruptu 
ra de C3 reside en el fragmente Bb y aparece solamente cuando 
esta unido al fragmente-C3b.
El control intrinseco de esta convertasa que supone la 1j- 
beraciôn de Bbl, es superado por la propedina, proteina que se 
une a C3b y retarda la calda de Bb (114). El control negative se 
lleva a cabo por una proteina denominada factor H (piH), que se 
identified por su capacidad para facilitar la inactivacidn de 
C3b por el factor I (C3b Inactivador) (115). Este factor no pue­
de inactivar el C3b que se encuentra unido a Bb (116), por lo que 
es necesaria la uniôn del factor H al fragmento Bb para que en 
el fragmente C3b aparezca el sitio susceptible a la proteo]isis 
por el factor I. La accidn de este es totalmente necesaria, ya que 
sino el C3b podria originar una nueva C3 convertasa.
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La funciôn establllzaclora de la properdina sobre la conver­
tasa C3bBb es altamente reversible por la acciôn del factor H; 
mientras que la estabilizaciôn que produce el factor nefritico C3 
no lo es (C3NeF) (116). Este es un autoanticuerpo dirigido contra 
antigenos expresados en là C3 convertasa de ampllficaciôn (C3bBb) 
(117). La diferencla entre là properdina y el factor nefritico C3 
se encuentra en que la primera es una proteina fisiolôgica encar- 
gada de mantener la homeostasis y el ûltimo représenta una protêt 
na patolôgica que lleva el sistema fuera de control. La acciôn am 
plificadora de la properdina estS contrarrestada por la acciôn 
concertada de los factores H 6 I, hecho que no ocurre en el caso 
del factor nefrltico.
El problema en el caso de esta via de activaciôn de comple­
mento se encuentra en la iniciacidn, aunque estS admitido que se 
forma una C3 convertasa soluble, a partir de la cual se origina 
el C3b que se unlrâ a las diferentes particules o membranes. 
Müller - Eberhard (105) plantea la necesidad de un factor de in^ 
ciaciôn para que se origine esta primer convertasa (que es estab^ 
lizada por la acciôn de la properdina), mientras que Austen (118) 
propone una acciôn continuada en fase fluida del factor D sobre 
ël factor B para llegar a originar el complejo C3Bb que actOa so­
bre C3 jnativq produciendo el C3b necesario para la formaciôn de 
la C3 convertasa de amplificaciôn.
Sea cual sea el mécanisme de iniciaciôn, el C3b producido 
por esta C3 convertasa soluble se une a las superficies, las cuS- 
les deben ejercer una acciôn directs sobre la acciôn concertada 
de los factores H é I, de tal modo que sea posible distinguir
- 3 2 -
entre superficies activadoras y no activadoras, como por ejemplo: 
zimosan y eritrocitos de conejo se encontrarian entre las primeras 
y eritrocitos de carnero entre las dltimas.
Un resumen de las nuevas protelnas nue forman parte de la 
via alternative y sus funciones se presentan en la tabla 3.
1.7. MECANISMO DE ACTIVACION DE COMPLEMENTO POR LA VIA ALTERNATI-
VA. DIFERENTES COMPONENTES IMPLICADOS.
En la activaciôn de complemento por la via alternativa, co­
mo hemos indicado anteriormente, es muv importante la uniôn del 
C3b generado a la particula en cuestiôn. En dicha uniôn van a in­
tervenir tanto el C3 como los componentes de la superficie activa- 
dora o no activadora, por ello consideramos interesante hacer una 
pequena descripciôn de la proteina C3 y los fragmentes que se ori 
ginan en la activaciôn.
1.7.1. C3 ; Cadenas, fragmentes y sitios funcionales.
Esta proteina estâ formada por 2 cadenas : la cadena de 
peso molecular 110.000 y la cadena 3 de peso molecular 70.000, 
que permanecen unidas por très puentes disulfuro.
El ataque enzimStico de la C3 convertasa afecta solamente 
a la cadena oC originando un pequeno pëptido denominado C3a y el 
reste de la molëcula que se denomina C3b (119, 120, 121) (Fig.4).
Como consecuencia de.la acciôn enzimâtica aparece sobre C3b un 
"sitio de uniôn ISbll", que se puede unir a sitios aceptores de
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diferentes tipos de células, y un "sitio de uniôn estable", que 
se une a receptores especîficos denominados receptores de inrnuno 
adherencia, présentes en algunos tipos celulares como eritrocitos 
humanos , linfocltos B y macrôfagos.
Sobre el fragmente C3b actûa otra proteina reguladora denq 
minada factor I (122, 123), produciendo dos nuevos fragmentes lia 
mados C3c y C3d (124) .
En los procesos de activaciôn de complemento que con ante- < 
rioridad hemos descritcv el C3b se une a las células o particulas 
activadoras por el "sitio de uniôn lâbil", va oue una forma de 
detectar estas molëculas sobre las células es la realizaciôn de 
rosetas con hematies humanos del grupo O, las cuales se oriqinan 
cuSndo el "sitio de uniôn estable" del C3b esté libre para unir- 
se al receptor de inmunoadherencia. (Fig. 5).
1.7.2. Componentes de menbrana oue participan en la uniôn de C3b.
En el momento présente se desconoce la naturaleza quimica 
de las estructuras de membrana que producen la activaciôn de com 
plemento, y si dichas estructuras son las mismas que aqueli as 
que pueden unir pasivamente el C3b. Existen diferentes hechos que 
apuntan a la participaciÔn de diferentes componentes en el fenô- 
meno. Capel et al. (125) presentan algunas evidencias indirectas 
que indican que el C3b se une por su parte ISbil a estructuras de 
membrana (aceptores) , que son qlicoproteînas oiie contienen al me­
mos 10 residuos de azQcares por molécula y uno de los cuéles es 
N-acetil-galactosamiha . Estas glicoproteînas pueden ser tamblén
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las inmunoalobulinas. Asl mismo, se ha descrito en el caso de li- 
pcpolisacaridos que el potencial activante de complemento de estas 
moléculas reside en los residuos de azCcares (126). Otros autores j
consideran el âcido siSlico como elemento fundamental en el fen6-
I
meno de activaciôn, ya que la eliminaciôn de dicho Scido de los i
hematies de carnero convierte a estos en superficies activadoras -•
del sistema de complemento (127). La caraa elëctrica no parece j
afectar a la activaciôn ya que el tratamiento de estos hematies c j
con Na 10^ que convierte el âcido siâlico en âcido heptulônico, j
sin disminuciôn de la caraa negativa, produce el mismo efecto que |
la eliminaciôn del Scido siSlico por tratamiento con neuraminida 
sa (127). En contraste, Pangburn et. al. (128) consideran que 
el Scido siSlico funciona como regulador de la activaciôn de corn j
plemento por la via alternativa, en algunas ocasiones, pero no 
en todas/ una baja densidad de Scido siSlico no es condiciôn su- i
ficiente para dicha activaciôn. Estas conclusiones se basan en 
que a pesar de encontrar resultados parecidos con hematies de 
carnero tratados con neuraminidasa (129); tambiën encuentran 
(128) que la uniôn de un lipopolisacarido de Escherichia Coli, 
cepa 04, a hematies de carnero, transforma a estos en superficies 
activadoras, manteniéndose el contenido en Scido siSlico.
Otros autores han considerado los fosfollpidos como punto 
importante en la activaciôn de complemento por • menbranas celula­
res. Cunningham et. al. (130), los que han encontrado trabajando 
con liposomas , que los llpidos cargados positivamente y los gli- 
colîpidos son importantes para la activaciôn, Sugieren la impor 
tancia de la fluidez de la membrana en este fenômeno, (fluidez
1}
que ene ôe t e rrr, : naùa f>or ] a connoeiciôn de ] oe ^rjdoe c : e r 5 :;
los fosfolîpjdos y el contenido de colesterol), ya que la Icuicj
tud y nrado de saturaciôn de los Scidos nrasos, asî cono le ro- 
laciôn colesterol/fosfolîpidos influye en la capacidad nue 1 ne 
liposomas tienen de activer complemento.
1.7.3. Rest ricciôn del con trol ^  e 1 factor H sobre la C 3 c qn e r - 
tasa unida ^ s  partîculas activadoras.
La capacidad di scriminator ia entre superficies activ€ido- 
ras y no activadoras del complemento parece residir en la faci-
1 i Cad de escape de la C3 convertasa, unida a dichas sune r i r 1 r
a los mécanismes de control de los factores H 6 3 (Fig. 6 ). 
Mientras que sobre las superficies no activadoras el C3b es r c - 
almente inactivado por las protelnas de control, la propor ri 6 n 
de inactivaciôn del C3b sobre las activadoras estS marcadamente 
reducida. La restricciôn del control parece ser debida a la ba­
ja uniôn entre el factor H y C3b sobre las activadoras, (1?9,
131 , 1 32, 133); de tal modo que se ha propuesto que la inter - 
acciôn de C3b unido a ciertas estructuras de la superficie dis- 
minuyen la afinidad de C3b por el factor H, sin alterar la cxi s 
tente entre C3b y factor B (129, 134). Fearon y Austen (127, 134 
135), consideran que el contenido en Scido siSlico de las partî- 
culas tiene un papel importante en esta restricciôn de! control 
del factor H, mientras que Pangburn y Mul1er-Eberhard (128,129) 
enfocan el problema hacia estructuras de meml>rana, (oue se pue- 
don poner de manifiesto por la eliminaciôn del Scido siSlico) a
3?
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las que consideran responsables de dicha restricciôn y a las que 
denominan antaqonistas del factor H (Fig. 7). Estos autores pro 
ponen la existencia de una serie de equilibrios entre diferen­
tes estados conformacionales, de tal forma que en las superfi­
cies activadoras existirîa un antagonista del factor H que fa- 
vorecerla aquel estado conformacional en el cual esta enzima re 
guladora no tiene sitio de uniôn. (Fig. 8).
1.7.4. Naturaleza quimica de la uniôn entre el C3b y la particu­
le activadora.
La formaciôn de la enzima inicial de la via alternativa y 
la generaciôn de un "sitio lâbil de uniôn" en C3b, puede estar 
întimamente ligado a la presencia de un püente tio-ester en la 
molécula de C3. Este sitio de uniôn en el C3b fué descrito en
1966 (136) , pero la base quimica de la uniôn no esté aûn clar^
fîcada totalmente. No obstante, dos hechos han ayudado a clar^ 
ficar la naturaleza quimica de este sitio de uniôn:
- C3b, probablemente, se une a las superficies por una 
uniôn covalente, en la que un grupô - COOH forma un ester con 
un -OH de la superficie (137, 138).
- parece posible que C3b fcontenga un grupo sulfhidrilo no 
detectable en C3 nativo (139).
Se ha postulado que estos dos grupos réactives forman un
tioester en C3 nativo (139, 140).
BasSndose en estos hechos y en que el tratamiento con ami 
nas, taies como la hidrazina ô la metilamina, produce una molé-
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cul a (3e caracterîst icas funcionales anSloqas a C3b, pero sin ] i- 
beraciôn de C3a, Pangburn y Millier-Eberhard (141) postulan un po 
slble mecanlsmo de uniôn del C3b a las superficie dlana (Fig. 
9) .
La otra cuestiôn que estos autores plantean es que es po­
sible originar una nueva forma del C3 nativo, con las mismas pro 
piedades funcionales que el C3b en cuanto a la formaciôn de la 
C3 convertasa (afinidad por el factor H, afinidad por el factor 
B, etc.) por ataque nucleôfilo al enlace tioester. Considerando 
que quien mejor puede llevar a cabo este ataque nucleôfilo es 
una molécula de HgO, cuya concentraciôn en el plasma es 55M.
Lo importante de estos resultados es que sugieren que la 
C3 convertasa inicial de la via alternativa (114, 142, 143) pue 
de formarse con C3 nativo, sin proteolisis, por ataque de varios 
nucleôfilos,como p .e .,el H20. Como ya sabemos, esta C3 converta 
sa inicial genera"por ruptura proteolltica C3b, que es capaz de 
unirse a las superficies receptivas y originar la 03 convertasa 
de amplificaciôn, siguiendo la cascada de activaciôn de comple­
mento.
Esta hipôtesis es consistante con el hecho de oue el C3 
nativo contiene un grupo carbonilo activo, probablemente en for 
ma de tioester, que puede reaccionar con H2O para originar una 
forma de 03 funcionalmente anSloga al 03b; ô nue se puede trans 
formar en 03b por ataque enzimStico, permitiendo al 03b formar 
un ester con grupos hidrôxilo de la superficie diana , quedan- 
do un grupo -SH libre y detectable en 03b (139) .
C3
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antîgeno tlmo-lndependiente
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Figura 10. HIPOTESIS DE DUKOR.
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1.8. FUNCIONES CLfiSICAS ASIGNADAS AL SISTEMA DEL COMPLEMENTO.
La funci6n totalmente aceptada del sistema del complemento 
es lisar aquellas particulas que han producido su activaciôn. 
Ademâs se han asignado a este sistema del complemento una serie 
de funciones que pasamos a enumerar.
1.8.1. Fagocitosis
Existe una gran evidencia tanto ”in vivo" como "in vitro" 
de que C3 e IgG aumentan la fagocitosis. Este fenômeno ocurre en 
dosoâsos, Mantovani et al. (144) han estudiado el papel de los 
receptores para el fragmento Fc de la IgG y para C3 en estas dos 
fases del proceso, concluyendo que el C3 unido a la particula fa 
cilita la uniôn con el fagocito, mientras que la IgG es la res­
ponsable de la ingestiôn.
AnSlogamente, Huber et al. (145) han demostrado que C3 e 
IgG actGan sinergicamente en la fagocitosis, de forma nue el 
fragmente Fc estimula la interiorizaciôn de la particula pero es 
menos eficiente en la uniôn, mientras que C3 media la uniôn entre 
el fagocito y la particula pero no ptemueve la ingestiôn.
No obstante es posible la ingestiôn de la particula en au- 
sencia de anticuerpo siempre que sobre la superficie existan mo- 
lëculas que puedan inducir fagocitosis no especificamente. Esto 
es de gran importancia ya que como hemos visto anteriormente 
existen particulas que son capaces de activer el sistema del com 
plemento en ausencia de anticuerpos.
— 4 4 -
1.8.2. Dano tisular
Algunos componentes del complemento despuês de ser activa- 
dos actGan como mediadores inflamatorlos. C5a interacciona con 
polimorfonucleares tratados con citocalasina B y provoca libera- 
ci6n de enzlmas hidrolltlcos (146, 147).
C3a y C3b Interacciona con macrôfagos peritoneales de coh^ 
ya y ratôn liberando hidrolasas lisosomales (148). Este fenômeno 
puede explicar porque los macrôfagos, leucocitos y mastocitos 
causan dano celular y degradaciôn en los lugares en que se pro­
duce una inflamaciôn crônica.
Tambiën se produce un sistema de amplificaciôn ya que estas 
hidrolasas liberadas son capaces de activar complemento (149,140) 
produclendo productos activados que de nuevo facilitan la libera 
ciôn de nuevos enzimas.
1.8.3. Control del trSflco de cëlulas y complejos Inmunes.
C3 y los receptores de complemento parecen tener un papel 
en la localizaciôn folicular del antigeno (151), es decir, condu. 
cen a las sustancias antigénicas [en presencia de anticuerpos), 
hacia determinadas ëreas de los Ôrganos linfoides, presumiblemen 
te para la inducciôn de la respuesta inmune. Dukor et al. (152), 
y Papamichail et al. (153) defienden esta funciôn del C3 basëndo 
se en que la descomplementaciôn en ratones "In vivo" con veneno 
de cobra (CoF) impide que la globulina humana inyectada se loca- 
lice en las Gréas foliculares y en los centros germinales del ba 
zo.
45
Cltbtx3xicidad dependiente de anticuerpo (APCC) .
En este tipo de dtotoxicidad la cëlu] a efectora conocida 
coitio cëlula K (Killer) , es capaz de ma tar cëlulas dianas que 
esten recubiertas de anticuerpo (62, 154,1155, 156), La cëlula 
efectora tiene receptores para el fragmente Fc de la cëlula IgG
y para C3 (157) , a travës de los cuales se une a la cëlula
diana .
Ig G es quien media realmente este tipo de reacciones ci- 
totëxicas, ya que C3, en ausencia de IÇ^r es incapaz de mediar- 
la (158, 159).
El papel del C3 parece ser aumentar el efecto litico pro­
bablemente porque aumenta la uniôn entre las cëlulas efectora y 
diana Tambiën se ha demostrado que el complejo de ataque a 
la membrana C5b-9 tiene un papel en este tipo de citotoxicidad 
(160),,como veremos mas adelante.
1.8.5. Inducciôn de la respuesta inmune.
La sugerencia de que el C3 puede jugar un papel en la res
puesta inmune se basa en los experimentos de Pepys et al, (161, 
162, 163). Demuestran que la inyecciôn de CoF en ratôn suprime 
la respuesta IgG, IgA e IgE a antîgenos timo-dependientes, pero 
no afecta a la de timo-independientes. Tambiëri se ha demostrado 
que la localizaciôn de IgG agregada ô polisacarido S-III en ’ôr­
ganos linfoides se modificaba cuando los ratones eran previamente 
tratados con CoF (152, 153)1 Se ha postulado que las cëlulas que
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unen el antigeno tienen un Importante papel en el reclutamiento 
de linfocltos B y que su funciôn es presenter el antigeno a las 
cëlulas inmunocompetentes (164). Como recopilaciôn de estos da- 
tos, Nussenzwelg et al. (165), consideran que la eliminaciôn de 
C3 actûa sobre el trSfico de linfocltos B y de los complejos an 
tigeno-anticuerpo-complemento, repercutiendo en la respuesta in 
mune. Segûn esto, los receptores de complemento servirîan para 
concentrar el antigeno inespecificamente, en forma de estos com 
plejos, sobre linfocltos B y macrôfagos, teniendo en cuenta que 
la interacciôn entre receptores de complemento y C3 asoclado a 
complejos, no produce entrada de estos en las cëlulas, si IgG 
no estë présente, lo cual es normal en los estadios iniciales 
de la respuesta inmune.
Esta hipôtesis estë sustentada por los descubrimientos de 
Voiler y Continho (166), quienes encuentran que la respuesta a 
LPS ûnido a C3 como mitôgeno de cëlulas de bazo "in vitro" nece 
sita menos 'oantidad de LPS para obtener una respuesta mâxima 
que LPS solo.
Por otro ladq, Dukor y Hatmann (167) proponen una hipôtesis 
diferente sobre el papel del C3 en la respuesta. Basëndose en la 
teoria de las dos senales para la activaciôn de linfocitos B, 
consideran que la interacciôn C3-receptor de complemento, séria 
la segunda senal. Apoyan su teoria (Fig. 10) en el descubrimien- 
to de que muchos mitôgenos y antigenos timo-independientes son 
capaces de activar directamente el sistema del complemento. Ade- 
mës existen una serie de experimentos oue no son exnlicables se- 
gQn la hipôtesis de Dukor;
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- Paclentes homocigôtlcos déficientes de C3 tienen niveles 
normales y responden a antîgenos timo-dependientes "in vitro” en 
ausencia de suero (169). De todos modos, este dato no es conclu- 
yente ya que las cëlulas en cultive pueden sintetlzar C3 (170).
- La eliminaciôn de cëlulas con receptores para complement^, 
éB linfocitos del conducto torëcico de ratas prlmadas,disminuye 
la respuesta IgG pero no la hace desaparecer (171).
- No todos los antîgenos ni todos los mitôgenos tienen capa 
cidad de activar el sistema del complemento (172, 173, 174).
1.9. COMPLEMENTO Y HLA.
El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) se define co 
mo el conjunto de genes, localizados muy prôximos unos a otros en 
un pequeno fragmente de un cromosoma y que estSn involucrados en 
la definiciôn de lo "proplo" y reconocimiento de lo "no propio", 
es decir, en el control de los procesos Inmunolôgicos. Es posible 
que üna funciôn altamente especializada como es el reconocimiento 
de estructuras "extrahas" y el control de mecanismos especîficos 
de defehsa; requiers una regulaciôn tal que solo pueda ser reali- 
zada por genes localizados muy proximamente unos de otros. Desde 
el punto de vista genëtico este complejo es extremadamente com- 
plicado. Es altamente polimôrfico,ya que muchos de sus loci cons 
tituyentes tienen numerosos alelos y existen innumerables combi- 
naciones gënicas. Recibe diferentes nombres segdn las especies 
animales denominândose H-2 en el caso del ratôn y HLA en el caso 
de los Humanos.
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El importante papel de esta regiôn del DNA en los fenôme- 
nos inmunolôgicos ganô una nueva dimensiôn cuSndo se descubriô 
la existencia de ligamiento entre HLA y los genes que controlan 
la sintesis del sistema del complemento.
Primeramente en 1974, Allen describiô ligamiento genëtico 
entre HLA y el locus del factor B de la via alternativa (175) , y 
Fu et al. (176) demostraron la existencia de ligamiento entre 
HLA y los genes que controlan la sintesis de C2. Posteriormente, 
en 1975, Rittner et al. (177) demostraron que C4 estaba codifica 
do en el MHC. C4 muestra un alto grado de polimorfismo en varias 
especies animales. O' Neill et al. X178) describieron que el po­
limorf ismo de C4 era controlado por dos loci muv ligados genëti- 
camente: F (C4a) y S (C4b), y actualmente Roos et al. (179) dan 
una base molecular para el modelo de dos loci para C4 en humanos.
La localizaciôn de los genes que codifican para C2, C4 y 
factor B en la regiôn HLA es particularmente interesante,ya que 
los productos de estos très genes activan C3 que es la proteina 
central en la cascada de activaciôn del complemento.
Este mismo fenômeno se ha descrito en otras especies: ra­
tôn, cobaya y mono. En ràtôn, Hinzovâ et al. (181) en 1973, lo- 
calizan estos genes en la regiôn Ss-Slp, y en 1975 Hansen et al. 
(182) describen que la proteina Ss es un componente del sistema 
del complemento.
Hemos visto que existe una relaciôn estructural entre los 
genes que controlan la respuesta inmune y los que controlan la 
sintesis de los componentes tempranos del sistema del complemen
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to, pero la importancia funcional y la exacta naturaleza de esta 
relaciôn deberS ser objeto de nuevos estudios en el future.
I.10. ACTIVACION PE COMPLEMENTO POR CËLULAS Y MICROORGANISMOS.
I.10.1. Via clSslca.
Los actlvadores del complemento por la via clSsica primera­
mente descritos fueron los complejos Inmunes donde el anticuerpo 
era IgG ô IgM; ya que el fragmente Fc de estas inmunoglobulinas, 
despuôs de unirse el antigeno sufre un cambio conformacional que 
posibilita su uniôn con el Cl^.
Se ha encontrado que existen seis sitios de uniôn para IgG 
por molécula de Clq. Posteriormente, se ha visto que el Clq cons 
ta de 6 unidades no unidas covalentemente, cada una de las cua­
les tiene un sitio de uniôn para la inmunoglobulina (183). Las 
subclases de IgG que son capaces de unirse a Clq son IgGl ê 
IgG 3.
Existen sustancias, diferentes de los complejos antlgeno- 
anticuerpo, que son capaces de activar complemento por la via 
clSsica. En la tabla 4 présentâmes diferentes agentes, cëlulas 
o microorganismos capaces de actiVar la via clSsica, independlen 
temente de la presencia de anticuerpos. Es bien conocido que he­
maties de carnero no son lisados por complemento en ausencia de 
anticuerpos especîficos, sin embargo Loos y Thesen (184) vieron 
que la uniôn de grupos TNP a estos eritrocitos los vuelve sensi 
bles a la lisis por suero humano normal (SHN) autôlogo, indepen
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dientemente de la presencia de anticuerpos. En la misma llnea 
Hughes - Jones et al. (185) obtuvieron resultados similares con 
hematies humanos, tratados con glutaraldehido.
También nos parece interesante senalar los datos de Fust 
et al. (186)» y Kltamura et al. (187) sobre la presencia de Cl 
actlvado sobre la superficie de cêlulas mononucleadas de sangre 
perlférlca; Cl que puede segulr la actlvaclôn por la via clSsl-
1.10.2. Via alternatlva.
La via alternatlva es, por ella misma.un mecanlsmo Indepen 
diente de la presencia de Inmunoglobüllnas, por lo que las supet 
flcies actlvadoras de esta via llevan componentss Intrlnsecos 
capaces de fljar la C3 convertasa y segulr la cascada de activa 
cl6n. Entre estos componentes se encuentran zlmosan, Inulina y 
algunas endotoxlnas bacterlanas (188). En la tabla 5 présentâmes 
un pequeno resumen de algunas células, componentes celulares y 
mlcroorganlsmos que tlenen capacldad de actlvar el slstema del 
complemento por la via alternatlva.
I. 11. ACTIVACION DE COMPLEMENTO POR CËLULAS A TRAVES DE LA VlA 
ALTERNATIVA. POSIBLES PAPELES BIOLOGICOS DE ESTA ACTIVA- 
CION.
En esta llnea, uno de los descubrlmlentos mSs Interesan- 
tes fué la descrlpclôn de la actlvaclôn de complemento por cêlu
TABLA 4
AGENTES QUE ACTIVAN COMPLEMENTO POR LA VIA CLASICA
- Algunos géneros de ciertas bacterias Gram-negativas 
(E. Coli, Klebsiella).
- Mycoplama pneumoniae.
- Retrovirus.
- Células infectadas con retrovirus.
- Eritrocitos tratados con TNP.
- Eritrocitos tratados con glutaraldehido.
TABLA 5
Agentes que activan complemento for u  via alternativa
-• Bacterias Gram-negativas.
- Bacterias Gram-positivas (neumococos, estreptococos y 
estafilococos).
- Tripanosomas.
- Entamoeba histolftica.
- CandidA
- Homogeneizado de tejido muscular (suero autdlogo).
- Pi lamentos del citoesqueleto (suero autélogo).
- Membranas liposdmicas.
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las normales y tumorales en suero autôlogo y heterÔlogo. Prime- 
ramente, Platts - Mills e Ishlzaka en 1974 (189) describieron 
la capacldad de entrocltos y llnfocltos de conejo de actlvar 
complemento por la via alternatlva en presencia de suero huma- 
no normal (SHN).
Posterlorment^ se descrlblô actlvaclôn de complemento au- 
tôlogo por dlferentes tlpos de células transformadas; células 
de carcinoma nasofarlngeo (190), células de llnfoma de Burkltt y 
de mononucleosis Infecclosa (191,192). Slgulendo en esta llnea, 
en 1978, McConnell et al. (193), encuentran que la activaclôn 
de complemento por llneas llnflobalstoldeas humanas B esté dlrec 
tamente relaclonada con la transformaclén por EBV, de tal modo 
que las EDV+, tlenen una mayor capacldad de actlvar el slstema 
del complemento que las EBV”, y Slssond et al. (194), describle 
ron que células Hela adqulrlan la capacldad de actlvar comple­
mento cuando eran Infectadas con el virus del saramplôn. En 1981, 
McConnell et al. (195) se plantean si el cùltlvo prolongado de estas 
células "In vitro" no seré el responsable del prooeso de activaclôn que 
descrlben y trabajan con células frescas de llnfoma de Burkltt, 
encontrando este mlsmo fenômeno, que anterlormente habîan estu- 
dlado en estas células mantenldas en cultlvo. También se ha des 
crlto la activaclôn de complemento por dlferentes tlpos de leu- 
cemlas (196, 197). Estos datos y el hecho de no encontrar acti­
vaclôn de complemento por células normales (197) Incubadas con 
SHN autôlogo, hace que estos autores postulen que la activaclôn 
de complemento por células alteradas (por Infecclôn viral o 
transformaclén tumoral) es un mecanlsmo de defensa del proplo
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organismo, por el cual estas células son ellminadas 6 controla- 
das "in vivo" antes del desarrollo de células T cltotéxicas es- 
pecîflcas, sugiriendo que la via alternativa del complemento 
puede descriminar entre células "propias" normales y anormales 
6 superficies celulares extranas.
Paralelamente en el tlempo, Kierszembaun y Budzo describle 
ron la activaclôn de complemento por llnfocltos normales, utlll- 
zando sueros normales heterôlogos como fuente del mlsmo. En 1977 
(198) , descrlben la clflotoxlidiâEd de dlferentes tlpos de sueros so 
bre tlmocltos de rata/ y en este mlsmo ano (199), con llnfocltos 
de ratôn y suero de cobaya, encuentran que solamente llnfocltos 
T procédantes de dlferentes ôrganos llnfoldes y tlmocltos son 1^ 
sados por complemento de cobaya. En 1978 (200), Identlflean una 
subpoblaclôn de tlmocltos de rata sensible al complemento de co­
baya, cuya elimlnaclôn hace desaparecer la respuesta a PHA y a 
ConA. El hecho mâs lmp>ortante descrlto en este trabajo, es la va 
rlaclôn cuantltatlva de las células susceptibles a la cltotoxlcJL 
dad del suero de cobaya con la edad del tlmo, lo que les lleva a 
especular sobre la poslbllldad de que la reactlvldad con el com­
plemento de cobaya puede définir un marcador de dlferenclaclôn 
en la mémbrana cltoplasmétlca de los tlmoltos. Contlnuando con 
esta hlpôtesls de trabajo, en 1979 (201), descrlben que a causa 
de la transformaclôn blSstlca Induclda por mltôgenos,los llnfo­
cltos T de ratôn plerden la senslbllldad a la cltotoxlcldad por 
complemento de cobaya. Ante esto, concluyen que la activaclôn de 
complemento por células puede utlllzarse como marcador de los 
camblos que a nlvel de la membrana celular ocurren durante la d^ 
ferenclaclôn.
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Resultados anSlogos de activaclôn de complemento en siste- 
mas heterôlogos han encontrado Eldlnger et al. (202, 203).
Hasta este momento hemos vlsto la activaclôn de complemen 
to en slstemas heterôlogos y en slstemas autôlogos en el caso de 
células transformadas. En 1979, Wilson et al. (204) descrlben la 
activaclôn de complëmento autôlogo por células normales de cone- 
jo.
Estos autores detectan C3 prlnclpalmente sobre células B, 
aungue llnfocltos T perlférlcos y tlmocltos también son capaces 
de fljar los productos de activaclôn de C3 sobre su membrana.
La descrlpclôh del fenômeno de activaclôn de complemento 
por células en slstemas autôlogos, sln llegar a produclrse citolo 
sis, plantea la cuestlôn de un poslble papel del complemento dis 
tlnto de la funclôn lltlca clSslca. En el momento actual, existe 
alguna evldencla àcerca de que algunos componentes del complemen 
to estSn asoclados "In vivo" con la membrana de los llnfocltos. 
En 1976, G. Fust et al. (186) describieron la presencia de Cl 
actlvo sobre la superficie de llnfocltos humanos perlférlcos, 
presencia que en 1978 (187) fué corroborada por Kltamura et al.
En cuSnto a los éltlmos componentes del slstema del comple 
mento desde C5b a C9, que constituyen el complejo de ataque a la 
membrana (MAC), Sundsmo et al. han hecho un estudlo sobre su ex- 
preslôn en llnfocltos de sangre perlférlca con el fin de ver la 
naturaleza e Identldad de los mecanlsmos de cltotoxlcldad, que 
son desconocldos, ya que los efectos de las células cltotôxlcas 
y el complemento sobre las membranas celulares son similares.
- 56 -
Estos autores (205) trabajando con llnfocltos de sangre perlfë- 
rica ven oue un 27 % de llnfocltos tlenen nuevos déterminantes 
antigënlcos, que denomlnan neoantlgenos y que Identlflean en el 
complejo C5b-9. Estos nuevos déterminantes se hallan prlnclpal­
mente sobre llnfocltos B. Posterlormente (206), descrlben que 
la expreslôn de los neo-Ag sobre llnfocltos se puede prévenir 
recoglendo la sangre con EDTA 20 mM, concluyendo que solo un pe 
queno porcentaje de PBL (4%) son posltlvos para estos antlgenos 
en la sangre circulante,y que segûn el mëtodo de recoglda de la 
sangre este porcentaje puede aumentar.
Una breve Incubaclôn de los llnfocltos con suero autôlogo 
ô bien una Incubaclôn roSs prolongada en medlo sln suero Induce 
la expreslôn del complejo de ataque a la membrana, observSndose 
la sîntesls de C5 por los llnfocltos, Una vez descrlta la pre­
sencia del MAC en llnfocltos, estos mlsmos autores (160) estu- 
dlan su papel én cltotoxlcldad, encontrando que el 60% de los 
llnfocltos que son efectores en cltotoxlcldad medlada por ant^ 
cuerpos (ADCC) expresan estos neoantlgenos, vlsualizando estos 
con sueros fluoresceInados en la zona de unlôn entre la cëlula 
diana y la efectora. El nûmero de células positivas para estos 
nuevos déterminantes antigënlcos aumenta con la estlmulaclôn 
mitogénlca con PHA y con la estlmulaclôn alogénlca. Ante estos 
datos concluyen que los llnfocltos cltotôxlcos pueden ejercer 
su funclôn a través del complejo de ataque a la membrana (MAC), 
dejando ablerta la cuestlôn de como los llnfocltos se protegen 
a si mlsmos contra el efecto lîtlco de este complejo.
Flnalmente, este ano Wilson et al. (207) han detectado la
57 -
presencia de diferentes componentes del complemento sobre llnfo­
cltos de sangre perlférlca, slendo el mSs prédominante C4 que se 
encontraba en un 11% de llnfocltos, seguldo del factor H, présen­
te en un 9%. Clq, C3 y C6 exlstlan en un porcentaje menor y no 
detectaron la presencia de C2, C5, C7, C8 y factor B. Todos estos 
componentes unldos a la membrana celular se detectaron sobre Ifn 
focltos B.
Después de descrlta la exlstencla de componentes del com­
plemento en las membranas cltoplasmStlcas de los llnfocltos, la 
cuestlôn que se plantea es la funclôn Inmunolôglca de este. A 
este respecte, Sundsmo et al. (208) descrlben que C5 es slntetl-' 
zado durante la estlmulaclôn con PHA y en cultlvo mlxto de linfq 
cltos y sugleren que este components tlene un papel en la acti­
vaclôn de llnfocltos, ya que un antlsuero antl-C5 Inhibe la pror 
llferaclôn. Y Dlerlch y Landen (209) establecen que los componen 
tes del complemento sobre las membranas celulares pueden actuar 
como puentes que fortalezcan las Interacclones entre células, las 
cuéles son necesarlas para un gran nûmero de procesos blolôglcos.
MATERIALES Y MËTODOS,
II.1. MATERIAL PARA CULTIVOS CELULARES
- Plaças estérlles de cultlvo de 96 poclllos fondo piano.
- Frascos estérlles de cultlvo de 25 cm^.
- Frascos estérlles de 250 cm^.
- Plaças de Petrl 10 x 35 mm.
perteneclentes Indlstlntamente a las slguientes casas:
* Falcon Oxnard, Ca. USA.
* Sterllln. Teddlngton, Inglaterra.
* Nunc. Dlnamarca.
* Costar. Cambridge, ma. USA.
* Grelner. Sorla-Grelner. Madrid. EspaMa.
- Colector de sobrenadantes de cultlvo: SKATRON AS. Flow.
Flow Lab. Llerbyen. Noruega.
- Colector de sobrenadantes. TITERTEK.
Folw Lab. Irvlne. USA.
- Câmara de flujo laminar.
Telstar SA. Tarrasa. EspaRa.
- Estufa de cultlvo de CO2 • Forma Scientific. Marietta. USA,
- Contador Gamma 4 000. Beckman Ins. Inc. Irvlne. Ca. USA.
II. 2. REACTIVOS
- Medlo RPMI 1640. Microbiological Associates. Md. USA.
- L-Glutamlna. Flow Lab., Irvlne. USA.
59 -
-- Penicilina-Estreptomicina. Difco. Lab. Detroit. Mi. USA.
- AlbGmina bovina. Sigma Chem. Co., St. Louis. Mo. USA.
- Suero Bovino fetal. Gibco. Grand Island. NY, USA.
- Ficoll metriozato s6dico. Lymphoprep. d .1077. Nyegaard&Co. Oslo. 
Noruega.
- HEPES 1M. Flow Lab. Irvine. USA.
- Fitohemaglutihina. Difco Lab. Detroit, Mi. USA.
- Percoll. T.M. Pharmacia Fine Chemicals. Uppsala. Suecia.
- Antisueros antihematles bovinos IgG.
Cappel Lab. Inc. Cochranville. Pa. USA.
- Antisueros antihematles bovinos IgM.
Cappel Lab. Inc. Cochranville. Pa. USA.
- Hanks medio. Difco Lab. Detroit. Mi. USA,
- Heparina. Laboratorio Leo, Madrid. E spa fia.
- Mitomicina C. Sigma Chem. Co., St. Louis. Mo. USA.
- Neuraminidasa de Vibro Cholerae. VCN Behring Diagnostics,
Somelville, N.Y. USA.
- Nylon. Leuko-Pak. Travenol. Los Angeles. USA.
- Timidina H^. Radiochemical Centre. Amershan.
- Agarosa. IBF. Pharmindustrie. Villeneuve La Garenne. Francia.
- Sueros antiinmunoglobulinas fluoresceinados.
Hyland. Divisiôn Travenol Lab. Inc. Costa Mesa. USA.
- Sueros F (ab*)2 antiinmunoglobulinas fluoresceinados.
Cappel Lab. Inc. Cocranville. Pa. USA.
- Sueros anti-C3 humano fluoresceinados
Behring Institut. Behringwerke AB. Marburg. Alemania.
- Sueros F (ab*)2 anti-C3 humano fluoresceinado.
- 60 -
Cappel Lab. Inc. Cochranville. Pa. USA.
- Sueros anti-C 3. Behring Institut. Behringwerke AG. Marburg.
Alemania.
- Sueros anti-inmunoglobulinas marcados con peroxidasa.
Nordic. Tilburg. Berchen. Londres. Inglaterra.
- Soluciôn de Para-rosahilina. Sigma. nO3750. St. Louis. USA.
- Soluciôn de Butirato de cL- naftilo. Sigma. St. Louis. Mo. USA.
- Dimetil Formanida. Meck. Darmstadt. Alemania.
- Verde Metllo. Fisher. Ne 76110. USA.
- Azul Tripan. Fluka. AG. Chemische Fabrick, CH-94 70. Buchs. SG.
11.3. PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
En el présente trabajo se ha utilizado el siguiente medio 
de cultivo:
RPMI 1640, suplementado con distintas concentraciones de sue 
ro bovino fetal (FCS), glutamina 2 mM,HEPES 10 mM, 100 U.I. de 
penicilina y 100 jiq/ml de estreptomicina. Al medio asi preparado 
lo denominaremos "RPMI completo".
11.4. PREPARACION DE CELULAS LINFOIDES
S e  o b t u v i e r o n  a p a r t i r  d e  l o s  s l g u i e n t e s  ô r g a n o s  l i n f o i d e s ;  
t l m o ,  b a z o ,  a m î g d a l a s  y  s a n g r e  p e r l f é r l c a .
L a s  c é l u l a s  d e l  t i m o  f u e r o n  o b t e n i d a s  d e  p a c l e n t e s  j ô v e n e s  
o p e r a d o s  a c o r a z ô n  a b i e r t o .  L a s  a m î g d a l a s  se  o b t u v i e r o n  d e  p a c i e n  
t e s  j ô v e n e s ,  e n  l o s  c u S l e s  la  a m i g d o l e c t o m l a  e s t a b a  i n d i c a d a  t e -
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tapeuticamnente, Se rechazaron aquellas amigdalas de aspecto muy 
Inflamado 6 purulento.
A partir de ëstos ôrganos, las células se dispersaron en 
suero salino, descartando el sedimento depositado a 1 g durante 
5 minutos. La suspensiôn celular asI obtenida se lavô 6 veces 
con suero salino sumplementado con 1% de antibiôticos y después 
se resuspendiÔ en el medio apropiado.
Linfocitos de sangre periférica (PBL) se obtuvieron a par­
tir de sangre con heparina, de donantes voluntarios sanos siguien 
do el método de Boyum et al. (210). Esta sangre se diluyô con 
un volûmen igual de suero salino y se colocô en tubos de cristal 
de 10 ml, 1entamente sobre 3 ml de Ficoll-metriozato sôdico. EL 
gradiente asi formado se centrifugé a 450 g durante 40 min. A 
continuaciôn se recogiô la interfase que contenla principalmen- 
te linfocitos. Estas células se lavaron dos veces con tampôn 
fosfato salino 0.15M pH 7.4 que contenla 0,2 % de albûmina bo­
vina (PBS/BSA), se suspendieron en medio y se contaron. Un 90- 
95 % de las células eran viables, determinandose la viabilidad 
mediante el método de exclusiôn de Azul Tripan.
Las células del bazo, obtenidas tras su dispersiôn en me­
dio de cultivo, se sometieron a un gradiente de Ficoll- metrio 
zato sôdico, para eliroinar los hematies y luego se siguiô el 
mismo procedimiento descrito para los linfocitos de sangre pe­
riférica .
II.5. ELIMINACION PARCIAL DE CÊLULAS ADHERENTES
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II.5.1. Tratamiento con polvo de hierro.
1 mg/ml de polvo de hierro se afiadiô a la sangre total con 
heparina y la mezcla se incubé a 37 QC durante media hora en un 
bafio con agitaciôn. El polvo de hierro y las células que lo ha- 
blan fagocitado se retuvieron con un imSn y la sangre se diluyÔ 
en un volumen igual de suero salino. A continuaciôn, se sometiÔ 
a un gradiente de Ficoll-metriozato sôdico y se tratô anéloga- 
mente a como hemos descrito anteriormente para la sangre sin 
tratar con polvo de hierro. En este caso, la interfase celular 
esté compoesta casi en su totalidad por linfocitos, aunque la 
eliminaciôn de células adhérentes no es total ya que suele per 
manecer un 2-3% de células que se tihen especlficamente con es 
terasa.
II.6. MARCADORES DE SUPERFICIE DE LAS DISTINTAS POBLACIONES 
LINFOCITARIAS.
II.6.1. DetecciOn de células con receptores para el hematie de 
carnero.
En 19 72, Jondal et al. (211) describieron la capacldad 
que tienen los linfocitos humanos de formar rosetas (rodearse 
de hematies) de una manera esponténea con hematies de carnero 
(E). Como hemos indicado en la Introduceiôn esta propiedad la 
presentan los linfocitos T humanos.
Nosotros hemos empleado la uniôn directa, sin ningün ti-
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po de tratamiento, de los linfocitos con los hematies E, usando 
una concentraciôn de 20-30% de suero bovino fetal (FCS) y una 
proporciôn final de 50:1. Ambas poblaciones celulares se centr^ 
fugan y se mantienen sedimentadas durante toda la noche a 4sC.
A continuaciôn, se resuspenden con mucho cuidado y se calcula 
el nûmero de rosetas por contaje de al menos 200 linfocitos. Se 
consideraron rosetas linfocitos rodeados de très o mâs hematies. 
La lectura se realizô en un microscopio de fluorésceneia des­
pue ë de afiadir una s gotas de naranja de acridina a la suspensiôn 
celular.
De éste modo se forman tanto las rosetas de alta como de 
baja afinidad.
II.6.2. Detecciôn de células con inmunoglobulinas de superficie.
Para la identificaciôn de células con inmunoglobulinas de 
superficie, 1-2 x 10® células, prevlamente sedimentadas y resus 
pendidas, se incubaron con 0.1 ml de un suero de cabra fluores­
ceinado anti-inmunoglobulinas humanas, a la diluciÔn adecuada 
de acuerdo con una previa titulaciôn. La mezcla se incubÔ du­
rante 4 5 min. a 4cC. Después de la incubaclôn, las células se 
lavaron très veces con medio, se resuspendieron en una gota 
de glicerina al 50% en tampÔn fosfato salino 0.15M pH 7.4 (PBSl 
y se contaron, con objetivo de inmersiôn, en un microscopio de 
fluorésceneia Leitz, equipado con epifluorescencia y lâmpara dm 
mercurio HB 200.
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11.6.3. Detecciôn de las cêlulas con receptores para el fragmento 
Fc de la IgG.
El nûmero de cêlulas con este receptor se valora contabili- 
zando las cêlulas capaces de formar rosetas con hematies de buey 
sensibilizados con IgG de conejo anti-buey (EA). Para formar es­
tas rosetas nosotros hemos empleado el procedimiento descrito por 
Moreta et al. (67); una suspensiôn al 50% de hematies de buey 
frescos se mezcla con un volumen igual de una diluciÔn de IgG, 
anti-hematies de buey, previamente titulada para que no exista a- 
glutinaciôn de los hematies. A continuaciôn, se incubô esta mez­
cla a 30SC durante 30 min, y los hematies sensibilizados se lava­
ron 3 veces con medio a 4 50 g durante 5 min., y se resuspendieron 
a una concentraciôn final de 1% (200xl0®cel./ml). Se afiadieron 
0,25 ml de esta disoluciôn de hematies sensibilizados por 1x10® 
llnfocltos , se centrifugô la mezcla a 4 00 g durante 5 min. y se 
incubô a 37sC durante 30 min. . El sedimento celular se resuspen 
diô cuidadosamente y se contÔ el nûmero de rosetas en un micros­
copio de fluorescencia, después de anadir una gota de naranja 
de acridina.
11.6.4. Detecciôn de las células con receptores para complemento.
Los hematies de buey se incubaron con un volumen gual de IgM 
anti-hematies de buey, durante 30 min. a 37eC. Después se lavaron 
3 veces, se resuspendieron y se incubaron con el mismo volumen 
de SHN fresco diluido, manteniéndose la mezcla a 37cC durante 30 min.
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Una vez lavadas tres veces con medio, se resuspendieron al 1% en 
PBS (EAC). 0.25 ml de EAC se mezclaron con 1x10® células, se cen- 
trifugaron a 4 00 g durante 10 min. y se incubaron a 37cC durante 
30 min. Una vez resuspendidas se contaron como se indica en el pS 
rrafo anterior.
II.6.5. Detecciôn de monocitos y macrôfagos por la tineiôn de este­
ra sa s inespeclficas.
La identificaciôn de monocitos y macrôfafos se puede reali- 
zar por técnicas histoqulmicas gracias al alto contenido en enzi- 
mas lisosômicos de estas células. Nosotros hemos empleado el mêto 
do descrito por Koski et al. (101) . Para ello, se realizan exten
siones de la suspensiôn celular cuyo contenido en macrôfagos se 
quiere determinar ( combiene que las células esten en presencia 
de suero para obtener una mejor morfologla). Las extensiones se 
fijan durante 30 min. sumergiéndolas en liquide fijador, tras lo 
cual se lavan cuatro veces en agua destilada y se secan al aire 
durante 30 min. A continuaciôn, se sumergen en una soluciôn for- 
mada por 45 ml de tampon fosfato M/15 de Sorensen, 0.25 ml de pa 
ra-rosanilina hexazohizada v/v con nitrato sôdico al 4% y 3 ml 
de una soluciôn de -nactilbutirato, y se ponen en un bafio a 
37qC durante 4 5 min.; nuevamente se lavan cuidadosamente con agua 
destilada y se tifien con una soluciôn al 0.5% de verde de metllo 
como soluciôn contraste. Finalmente, se secan al aire durante 30 
min. y se miran al micxoscopio. Las células que contienen estera 
sas se distinguen fâcilmente por la presencia de mOltiples granu
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L o b  r o j o s  e n  e l  c i t o p l a s m a ,  l o  q u e  c o n t r a s t a  c o n  el  c o l o r  v e r d e  
d e  l a s  c ê l u l a s  e s t e r a s a s  n e g a t i v a s .
11.7.. SEPARACION PE LINFOCITOS EN SUS DIFERENTES POBLACIONES.
11.7.1. ObtenciÔn de llnfocltos T por columnas de nylon.
Para obtener linfocitos T, tanto a partir de sangre periférl 
ca como de amîgdalas, se siguiÔ el mëtôdo descrito por Papami- 
chail et al. (212). Seiscientos mg de fibra de nylon se trataron 
con una soluciôn de ClH 0.2N, se lavaron varias veces con agua 
destilada y a continuaciôn con Hank's hasta recuperar un pH neu 
tro. Luego, se introdujeron en una columna de 5 ml y la columna 
obtenida se lavô con Hank's suplementado con 10% de FCS y se in­
cubô a 37eC durante 30 min. Posteriormente se afiadieron 30-4 0 m^ 
llones de linfocitos suspendidos en Hank's en presencia de 10% 
de FCS, incubândose de nuevo a 37cC durante 30 min. Las células 
no adheridas al nylon se eluyeron con 10 ml de Hank's y se lava­
ron 2 veces. La recuperaciôn celular en el caso de la sangre pe­
riférica fué aproximadamente de un 50%. La poblaciôn eluida con- 
tenla menos de 1% de células con inmunoglobulinas de superficie.
11.7.2- Obtenciôn de linfocitos T y no T por roseteo con hematies 
de carnero.
Se siguiô una modificaciôn del método de Dean et al. (213). 
Linfocitos provenientes bien de sangre periférica o de amîgdalas.
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se mezclaron con hematies de carnero frescos en una proporciôn de 
100:1, en presenùla de 20-30% de FCS. Para obtener esta relaciôn 
se afiadieron 0.25 ml de hematies diluîdos al 2% por cada millôn de 
linfocitos. La mezcla se centrifugô a 400g durante 5 min. y se in 
cubô toda la noche a 4OC. Después de una suave resuspensiôn del 
sedimento, y una vez contado el nûmero de rosetas, las células se 
sépararon en un gradiente de Ficoll-metriozato sôdico, que se cen 
trifugÔ a 400 g durante 30 min. Las células que forman rosetas se 
quedan en el sedimento ( E-RFC), mientras que en la interfase que 
dan los linfocitos que no tienen receptores para hematies de car­
nero ( linfocitos no T). Tanto la interfase como el sedimento se 
recogieron y se resuspendieron en medio, contSndose el nûmero de 
rosetas en ambas poblaciones. Para obtener un mayor enriquecimien 
to, cada fraceiôn se tratô de nuevo con eritrocitos de carnero si 
guiendo los pasos descritos anteriormente. Con este procedimiento 
se obtuvieron dos poblaciones, una con 91-95% de E-RFC (linfoci­
tos T), y otra con menos del 2% de E-RFC (linfocitos no T). Los 
hematies que formaban las rosetas se eliminaron por lisis, me­
dian te un choque hipotônico con NH^Cl 0.83% en Tris lOmMm pH 8.6 
durante 5 min. a temperatura ambiante. Las células de ambas po­
blaciones se lavaron tres veces con medio y se resuspendieron a 
la concentraciÔn adecuada.
II.7.3. Obtenciôn de linfocitos B, a partir.de'la poblaciôn ne T , 
por eliminaciôn de las células nulas .
L i n f o c i t o s  n o  T  d e  a m î g d a l a s ,  o b t e n i d o ç  c o m o  s e  d e s c r i b e  en
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el pSrrafo anterior, se mezclaron con hematies de buey sensibili- 
zados con IgG de conejo anti-hematies de buey en una proporciôn 
<'e 50:1. La mezcla se centrifugô a 400 g durante 5 min. y se incu 
bÔ a 37qO durante 30 min. Después de este tiempo, se agitô cuida­
dosamente y se resuspendiÔ para formar un gradiente de Ficoll-me' 
triozato sôdico en las mismas condiciones descritas anteriormente, 
Dicho gradiente se centrifugô a 4 50 g durante 30 min. A continua­
ciôn, se recogiô la interfase y se contô el nûmero de rosetas, 
dando en todos los casos valores inferiores al 2%. Las células se 
lavaron varias veces y se resuspendieron a la concentraciÔn desea 
da. Esta poblaciôn esté formada por linfocitos B Fc , con un 95% 
de inmunoglobulinas de superficie.
II.7.4. Fraccionamlento de linfoblastos, obtenidos en un cultivo 
mixto de linfocitos, en funciôn de su densidad por un gra­
diente discontlnuo de Percoll.
Linfoblastos humanos obtenidos en un cultivo mixto de llnfocl­
tos de sangre periférica, como describimos posteriormente, se sé­
para ron en varias fraccionés por centrifugaciôn en un gradiente 
discontlnuo de Percoll, segûn el método descrito por Kurnit et 
al. (214).
Para formar este gradiente se parte de una soluciôn base 
formada por 9 partes de Percoll y una parte de una disoluciôn de 
PB S 1.5M pH 7.4 (Percoll 100%), a partir de la cual, se forman di^  
soluciones al 60%, al 50%, al 40%, al 30% y al 20%. 10-20x10® de 
las células en PBS/BSA se centrifugaron a 250g durante 10 min., y
61
sobre el sedimento resuspendido en 0.5 ml. de Percoll al 103^ , 
se fueron anadiendo cuidadosamente 0.5 ml de Percoll al 60%, 1 
ml al 50%, 2 ml al 40%, 1 ml al 30% y 0.5 ml al 20% formândose 
un gradiente discontinue como se puede ver en la figura 11, que 
se centrifugô a 1500 g durante 10 min. Las células"se repartie- 
ron en diferentes bandas, que se recogieron cuidadosamente con 
una pipeta Pasteur, se lavaron dos veces con medio y se resus- 
pendieron a la concentraciôn adecuada para estudiar sîntesis 
de DNA, marcadores de superficie y activaciôn de complemento.
II.8 OBTENCION DE IL-2
La interleuquina 2 (IL-2) se obtuvo mediante el método 
descrito por Alvarez et al. (215) con algunas modif icaci one: : 
células procédantes de amîgdalas a una concentraciôn de 5x3 (®/ml 
en RPMI completo suplementado con 10% de FCS, se incubaron du­
rante 24 horas en presencia de 1% de PHA. Con el fin de elini- 
nar éste mltôgeno y lograr un cierto grado de puri ficaciôn, los 
sobrenadantes de estos cultivos se sometieron a una precipiia- 
ciôn fraccionada con ( N H ^ ) a l  40 y 80%. El precipitado se 
resuspendiÔ en 100 ml de PBS, se dializô frente a 5 1. de PJS
durante 48 horas y se concentré mediante diSlisis a vacîo fien
te a PBS.
La actividad IL-2 de estas muestras se midiô por la caja-
cidad de respuesta de células T mantenidas en cultivo prolojga
do (CTC) al menos durante 10 dîas, segûn el método descrito 
por Ci 1lis et al. (216). Para ello las CTC una vez lavadas, se
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Figura 11. FRACCIONAMIENTO DE LINFOBLASTOS MEDIANTE UN 
GRADIENTE DISCONTINUO DE PERCOLL.
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resuspendieron en RPMT completo suplementado con 40% de suero 
AB humano inactivado por calor y se ajustaron a una concentra- 
cl6n de 2xlO^/ml. 0.1 ml de diluciones seriadas de las mues­
tras se afiadieron a un volOmen igual de CTC por triplicado, en 
plaças de microtitulaciôn. Las mezclas se incubaron en estufa 
de COg, midiéndose la slnteAis de DNA mediante la incorpora- 
ciôn de timidina-H^ a las 48 horas de cultivo. La actividad de 
los diferentes sobrenadantes calculada en cpm se expresô en % 
referido a una mâxima actividad (100%) que correspondîa a una 
determinada diluciÔn de un sobrenadante control. Se definiô 
una unidad de actividad de IL-2 como la diluciÔn que producfa 
un 50% de la actividad del control.
II.9. CULTIVO DE LINFOCITOS
II.9.1. En presencia de mitôgenos
II.9.1.1. PHA
Linfocitos totales o linfocitos T de sangre periférica a 
una concentraciôn de 1.5x10^ cel./ml en RPMI completo suple­
mentado con 10% de suero AB humano inactivado por calor y PHA 
a una concentraciôn del 1%, se cultivaron en frascos de plést^
co de 50 ml a 37®C y CO^ al 5%. Paralelemente, se incubaron 
linfocitos en las mismas condiciones en ausencia de mitôgeno.
A diferentes tlempos de incubaclôn, las células se lavaron 3 
veces con medio y sfe estudiô su capacldad de actlvar complemento
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como se describe a continuaciôn. SimultSneamente, 0.2 ml de la 
suspensiôn celular se cultivaron por triplicado en plaças de mi- 
crotitulaciôn. de fondo piano para medir la sîntesis de DNA. Al 
final de la incubaclôn se les afiadiô 2 ^Ci de timidina-H^. Des- 
pjês de 24 horas los cultlvos se filtraron y la radioactividad 
se midiô usando un contador de centelleo estandar.
IX.9.1.2 PWM
Linfocitos no T de amîgdalas resuspendidos en RPMI comple­
to con 10% de FCS se pusieron en plaças de microcultivo de fon­
do piano junto con linfocitos T autôlogos resuspendidos en el 
mismo medlo.
Estos dos tipos de células se mezclaron segûn las siguien- 
tes relaciones:
- T/B = 1/1. Para ello se afiadieron a cada pocillo de la 
plaça 0.1 ml de cêlulas T a una concentraciôn de 0.SxlO^cel./ml
y 0.1 ml de linfocitos no T a una concentraciôn de 0.SxlO^cel./ml
- T/B = 5/1. Para obtener esta relaciôn se mezclaron en ca
da pocillo 0.1 ml de linfocitos T a una concentraciôn de
2.5xl0^cel./ml y 0.1 ml de linfocitos no T a una concentraciôn 
de 0 . 5 xlO^cel./ml.
Como*podemos observer en ambos casos se mantuvo constante 
e] nûmero de células no T: 0.0 5x10^/pocillo.
En todos los cfisos se hicieron triplicados en ausencia y 
presencia de PWM a una concentraciôn final del 1% y se realize-
ron contrôles con células totales de amîgdalas.
A dîas 5 y 7 del cultlvo, se anadleron a cada pocillo 0.04ml 
de timldina-H^(50^c/ml), estudlSndose su Incorporaciôn al cabo 
de 24 horas con la técnica habituai.
Para estudiar la secreciôn de inmunoglobulinas al medio, 
después de 10 dîas en cultivo, las plaças se centrifugaron a 
300 g durante 5 min. y se recogieron los sobrenadantes donde 
se testé la concentraciôn de IgG é IgM por la técnica de ELISA 
("enzyme linked immunosorbent assay"), como se describe a con­
tinuaciôn .
II.9.2. Cultivo mixto unldireccional de linfocitos
En el cultivo mixto de linfocitos es necesario tener dos po 
blaciones linfocitarias de diferentes indivlduos de las cuales 
una ha sido previamente inhibida metabolicamente y se denomina 
estimuladora y la otra actûa como respondedora.
Las células estimuladoras se ajustaron a una concentraciôr. 
de SxlO^cel./ml en Hank’s, se trataron con 50 pqr/nl de mitomi- 
cina C durante 45 min. a 37“C, después se lavaron dos veces y 
se resuspendieron en RPMI completo con 10% de suero AB humano 
inactivado por calor, a una concentraciôn final de 1.SxlO^cel ./ml; 
se mezclaron con células respondedoras resuspendidas en el 
mismo medio y a la misma concentraciôn, y se cultivaron en'estu 
fa de COg. Los cultivos se realizaron en plaças de microtitulé- 
ciôn de fondo piano y en frascos de 50 ml. Para ello, se pusie-
ron 0.1 ml en cada pocillo de la plaça y 5 ml en cada frasco de 
cada una de las suspensiones celulares. Como contrôles se cult^ 
varon células estimuladoras y respondedoras por separado.
Después de 6 dîas en cultivo, las células de los frascos se 
recogieron, se lavaron dos veces y se sometieron a un gradiente 
discontinue de Percoll para separar las células que hablan res­
pond ido al estîmulo alogênico de las que no lo hablan hecho. En 
las diferentes fraccionés recogidas se estudiaron marcadores de 
superficie, activaciôn de complemento y sîntesis de DNA.
En paralelo se estudiô la sîntesis de DNA mediante la incor 
poraciôn de timidina-H^.
II.9.3. Cultivo prolongado de linfoblastos en presencia de IL-2.
La IL-2 obtenida como se describe anteriormente,se utilizô 
para mantener linfoblastos en cultivo prolongado. Los linfobla£ 
tos obtenidos por incubaciôn con PHA durante dos ô tres dîas, 
se lavaron tres veces y ajustados a una concentraciôn de 
0.3xl0^cel./ml en RPMI 1640 completo suplementado con 10% de 
suero AB humano inactivado por calor y en presencia del 15% de 
IL-2, se incubaron en plaças de microtitulaciôn de fondo piano 
(0.2 ml/pocillo), por triplicado, para estudiar la sîntesis de 
DNA, y en frascos de plSstico de 25 ml (10 ml/frasco), para es­
tudiar la activaciôn de complemento. Ambos parSmetros se midie­
ron en dîas sucesivos de cultivo. Se hicieron contrôles en au­
sencia de IL-2.
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11.10. DETECClON DE INMUNOGLOBULINAS EN SOBRENADANTES DE CULTI- 
VOS FOR LA TCCNICA ELISA.
Esta têcnlca se utillzô para determinar la cantidad de Inmu
noglobulinas que existia en los sobrenadantes de cultives de
linfocitos de amîgdalas en presencla de PWM. Estes sebrenadant.es 
se recogieron a dia 10 de cultive.
El precedimiente se puede observar en la figura 12, y cen- 
siste en le siguiente:
- Se anadieron a cada pocille de una plaça de pelivinile 
0-2 ml de suero de cabra anti-IgG 6 anti-IgM humanas, dllutde 
en tampôn carbenate 0.05M a la cencentraciôn adecuada de acuer 
de cen una previa titulaciôn.
- Las plaças se incubaron a 4®C durante 18 heras, lavândese 
pesteriormente très veces con tween al 0.05% en PBS, cen el fin 
de eliminar las preteînas que no se habîan adsorbide.
- Se anadieron 0.2ml/pecille de diluclenes serladas de IgG
6 IgM estandar en PBS-tween al 0.05%, per duplicade, cen el fin 
de obtener curvas patrôn. Se anadiô IgG 6 IgM segQn que la pla­
ça hubieee side primeramente incubada cen anti-IgG 6 anti-IgM. 
Las concentracienes de IgG varlaren entre 164 ng/ml y 2.56ng/ml 
y las de IgM desde 101 ng/ml hasta 3.15 ng/ml. A centinuaciôn,
0.2 ml/pecillo de les diverses sobrenadantes dende se querîa de 
terminer la cantidad de IgG 6 IgM^diluîdes al 1:10, 1:100 y 
1:500 en PBS-tween al 0.05 % per duplicade.
- Las plaças se incubaron durante dos horas a temperature 
ambiante y se lavaron très veces con PBS-tween al 0.05 %.
- Se anadieron 0.2 ml/pocillo de un suero de cabra anti-IgG 
6 anti-IgM humanas marcadas con peroxidasa, diluido de acuerdo 
con una previa titulaciôn en PBS-tween al 0.05 %.
- Las plaças se incubaron durante dos horas a temperatura 
ambiente, se lavaron très veces con PBS-tween al 0.05 % y sobre 
cada pocillo se anadieron 0.2 ml de una disoluciôn de OPD (orto 
fenilendiamino) a una concentraciôn de 10 mg/ml en metanol, di- 
luîda 1:25 en tampôn fosfato 0.IM anadiéndose a una concern 
traciôn final del 0.17 % (de una soluciôn comercial al 10 %), 
preparada en el momento de utilizerla.
- Las plaças se incubaron a temperatura ambiente durante 
una hora y después se anadieron 0.05 ml/pocillo de H^SO^ 4N, con 
el fin de parar la reacciôn enzimStica.
- Las plaças se leyeron en un colorimetro con un filtro de 
492 nm, obteniêndose una densidad ôptica para cada pocillo.
Representando grSficamente la densidad ôptica frente a las 
diferentes concentréeiones de la IgG ô IgM estandar, se obtie- 
ne una llnea recta que se usa como curva patrôn para obtener las 
concentraciones de IgG ô IgM de los sobrenadantes.
Il.II.ACTIVACION DE COMPLEMENTO POR CCLULA5.
II.11.1 Incubaciôn de las cëlulas con diferentes fuentes de com- 
plemento.
1. Suero anti-IgG 6 IgM humanas
2. Sobrenadantes de cultives 6 
diluciôn estandar de IgG ô'IgM
3. Anti-inmunoglobulinas humanas 
marcadas con peroxidasa
4. Sustrato ( OPD )
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Figura 12. DETECClON DE INMUNOGLOBULINAS HUMANAS EN SOBRE 
NADANTES DE CULTIVOS POR LA TECNTCA ELISA.
En los expérimentes de sangre periférica se emp]eô como 
fuente de complement© suero autôlogo, y en los de amîgdalas SHN^ 
que se absorbiô durante al menos una hora a 4®C con las cëlulas 
en las que posteriormente se iba a estudiar la activaciôn de corn 
plemento. El suero empleado como fuente de complément© se usaba 
fresco, O se mantenîa en alicuotas congeladas a-70®C 6 en nitrô 
geno liquide, empleando cada alicuota una sola vez.
Para saber que via estaba implicada en la activaciôn de corn 
plemento por cëlulas en SHN se tratô con EDTA O.IM en PBS y con 
EGTA O.IM y ClgHg 35mM en PBS. El suero con EDTA se preparô di- 
luyendo 10 veces el EDTA O.IM en dicho suero, y el suero trata- 
do con EGTA y ClgMg se préparé diluyendo 10 veces el EGTA O.IM 
y 20 veces el Cl^Mg 35mH en el suero.
Posteriormente, 2 6 3 millones de cëlulas se incubaron con 
0.1 ml de SHN sin tratar o tratado como se ha indicado anterior 
mente, se centrifugaron a 400 g durante 10 min. y los sobrena­
dantes se recogieron para realizar electroforesis bidimensional 
cruzada y medir su capacidad hemolîtica. Las cëlulas se lavaron 
dos veces y se tineron con un suero fluoresceinado de cabra 
anti-C3 humano.
II. 11.2. Tinclôn con un suero fluoresceinado de cabra anti-C3 
humano.
Los fragmentes de C3 depositados sobre las membranas cito- 
plasmëticas, después de la incubaciôn de las cëlulas con SHN, se
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visuallzaron por tinciôn con un suero fluoréseeInado de cabra 
anti-C3 humano, prevlamente titulado.Las cëlulas, una vez lava- 
das, se Incubaron con 0.1 ml de dicho antisuero durante 30 min. 
a 4“C.
Después de lavar las cëlulas très veces, se anadiô sobre 
ellas una gota de glicerol al 50% en PBS y se contaron en un m_i 
croscopio de fluorescehcia Leitz equipado con epiiluminaciôn, 
empleando una iSmpara de mercurio 200HBO y un filtro de excita- 
ci6n KP490. En cada experiment©, se contaron al menos 200 cëlu­
las .
En todos los experimentos se realizaron contrôles de cëlu­
las incubadas con medio en lugar de SHN, para visualizar posi- 
ble C3 existante en la membrana previamente a la incubaciôn 
con suero. Estos contrôles fueron siempre negatives.
II.11.3. Electroforesis bidimensional cruzada.
La activaciôn de complement© por membranas citoplasmSticas 
también se detectô determinando los productos de activaciôn de 
C3 por electroforesis bidimensional cruzada, que se realizô con 
los sobrenadantes de la incubaciôn de SHN con cëlulas, y con 
suero incubado a 37®C y a 4®C como contrôles, ya que la simple 
incubaciôn del suero a 37°C puede producir una pequena activa­
ciôn de complement©.
Se colocaron 10 Al de agarosa al 1% en tampôn barbital 0.02M 
pH 8,6, conteniendo EDTA O.OIM, en plaças de 10x10 cm. Estas
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plaças se troquelaron con 9 aoujeros de 2 mm de diametro, como 
se indica en la figura 13. En estos agujeros se colocaron 3 /il 
de las diferentes muestras a estudiar y las plaças se sometie- 
ron a una corriente de 23 mA/placa durante una hora en un apa- 
rato de electroforesis refrigerado. La electroforesis se reali 
z6 en tampôn barbital.
A continuaciôn se eliminô la agarosa dejando 3 filas donde
hablan corrido las protelnas del suero en virtud de la corrien
te elëctrica aplicada (Fig. 13), y se anadieron sobre la plaça 
11 ml de nueva agarosa al 1% que contenfa 0.2 ml de un suero ,
de cabra anti-C3 humano. Se aplicô una corriente de 18 mA/placa
durante 4 horas y las protelnas del suero corrieron en la segun 
da dimensiôn segdn indica la figura 13.
Las plaças se secaron durante 30 min., se lavaron dos veces 
con suero salino en perîodos de 15 min., se dejaron secar duran 
te 30 min. y se lavaron nuevamente dos veces con agua destilada 
en perîodos de 15 min. Se dejaron secar en una estufa a 60*C du 
rante toda la noche. Una vez secas, se tineron durante 5 min. 
con una soluciôn que contenta 50 g de azul brillante Coomassie, 
4.5 1 .de etanol 96%, 1.0 1.de Scido acôtico glacial,y se desti- 
neron varias veces con una soluciôn que contenta 4,5 1. de agua 
destilada» 4.5 1. de etanol al 96% y 1.0 1. de Scido acétioo glacial.
Se obtuvo un pico de precipitaciôn cuando el complement© no 
habta sufrido activaciôn, que correspond ta a C3 nativo, y dos 
picos de precipitaciôn cuando habta activaciôn de complement© 
que correspond tan a C3 nativo y a productos de la activaciôn de 
C3.
7 î ( i i
1 “ dimensiôn
Figura 13. ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL CRUZADA
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11.11.4. Hedida de la actlvidad hemolîtica.
Este método se basa en la capacidad lîtlca del complemento 
sobre hematles de carnero previamente sensibllizados. La lisis 
produce llberaciôn al medio de hemoqlobina, cuya concentraciôn 
es determinada espectrofotometricamente a 413 nm.
La unidad de medida de esta tëcnica es CHgg que se define 
como aquella diluciôn del suero que es capaz de lisar al 50% 
de los hematies puestos en el ensayo.
Una suspensiôn al 5% de hematies de carnero se incubaron 
a 37'C 30 min. con suero de conejo anti-hematies de carnero en 
volûménes iguales. El suero de conejo habîa sido previamente 
titulado con la finalidad de saber la mëxima concentraciôn que 
no producla aglutinaciôn de los hematies.
Despuës de la sensibilizaciôn,los hematies se diluyeron en 
tampôn barbital 0.15M pH 7.4 conteniendo ClgMg l.OM y ClgCa 0.3M 
(CED "complement fixation diluyent") a una concentraciôn final 
de 200xl0^cel./ml. 0.2 ml de esta suspensiôn celular se anadie 
ron a 0.3 ml de diferentes diluciones de los sobrenadantes. La 
suelta espontSnea se obtuvo anadiendo a 0.2 ml de la suspensiôn 
de hematies sensibilizados 0.3 ml del tampôn CED y la suelta to 
tal anadiendo 0.3 ml de agua.
Estas mezclas se incubaron durante una hora a 37*’C, y a con 
tinuaciôn se anadieron 1.5 ml de suero salino a cada tubo. A 
continuaciôn se centrifugeron a 400 g durante 5 min. y se reco­
gieron los sobrenadantes donde se leyô la hemoqlobina liberada,
H O
por espectrofotometria a 413 run. De este modo, se obtuvieron 
los valores de absorciôn para las diferentes diluciones de 
los sobrenadantes en cuestiôn. Estos valores se corrigieron 
restando el valor de la suelta espontSnea y se expresaron en % 
respecto a la lisis total, a los datos asl obtenidos se les de
nomina "y" en la ecuaciôn de Von Krogh:
X - volumen de suero anadido 
x = k ( y / l O O - y ) s i e n d o  y - % de lisis
k - CH5„
La pendiente de la recta obtenida representando x frente a
y/lOO-y en papel logaritmico nos da el valor de
II.12. TRATAMIENTO CON NEURAMINIDASA.
La neuraminidasa es una enzima que élimina el Scido siSlico 
de las glicoproteinas. Dos millones de cëlulas se resuspendie- 
ron en 1 ml de Hank* s que contenta diferentes unidades de neu- 
rominidasa de Vibrio Cholerae, y se incubaron durante 30 min. 
a 37®C. Se lavaron très veces, se comprobô viabilidad y se es- 
tudiô la capacidad para activar complemento como se ha descri- 
to en el pSrrafo anterior.
11.13. ELECTROFORESIS CELULAR
II.13.1. Electroforesis celular analttica.
La electroforesis celular se llevô a cabo segûn el mëtodo
f - 1.
descrito por Brown et al. (217). Los electrodos y las cSmaras 
de los capilares estuvieron a una temperatura constante de 25*C 
y contenlan medio 199 pH = 7,4. Una corriente de polarizaciôn 
de 60 volt los producla una intensidad de corriente de 4 r>A en 
el capilar y una intensidad de campo de 8,6 V/cm. Todas las 
medidas electro.forëtlcas se realizaron en muestras que conte­
nlan 1x10® cel./ml.
La movilidad electroforética de cada cëlula se expresô en 
unidades definidas en tërminos de velocidad (^m/s) e intensi­
dad de camp>o (V/cm) . Se calculô como el tiempo invertido por 
una cëlula en recorrer una distancia de 25 i^m en direcciones 
opuestas, después de invertir la polaridad. De cada suspen­
siôn de linfocitos se estudiaron 170-200 cëlulas y sus movi- 
lidades electroforéticas (M.E.) se expresaron ^m. cm. s.  ^V.^ 
Para el cëlculo de los valores medios, se aceptaron como vS- 
lidos los pares de valores de tiempo, obtenidos antes y des­
puës de invertir la polaridad, que variaban en menos de un 5%.
De este modo, fuë posible obtener las movilidades electro- 
forëticas de las cëlulas de diferentes poblaciones llnfocita- 
rias,y por tanto, la distribuciôn de las cëlulas de cada po- 
blaciôn segûn sus movilidades electroforéticas.
Antes de cada estudio de linfocitos se ajustô el aparato 
segûn el movimiento electroforëtico de eritrocitos de un do­
uante sano cuya movilidad electroforética era conocida, ya 
que este parSmetro permanece constante en los eritrocitos du 
,rante varios meses.
II.13.2. Electroforesis celular preparativa.
El fundamento es anSlogo a la electroforesis celular analî- 
tica.
El flujo de entrada fuë 1,7-3 ml/h de una suspensiôn celu­
lar que contenla 20x10® cel./ml. Se recogieron fracciones de cé 
lulas côn distinta movilidad electroforëtica; se lavaron, se 
contaron y en cada una de ellas se estudiô la capacidad de act_i 
var complemento como se describe anteriormente.
11.14. SEPARAClON DE POBLACIONES CELULARES CON EL FACS.
Mediante el FACS (" fluorescence activated cell sorter") se 
pueden eêpâràr ' poblaciones celulares heterogéneas en virtud de 
la cantidad de molëculas de fluoresceina que estan unidas a su 
membrana y del tamano celular. El funcionamiento del FACS que 
se puede observar en la figura 14 consiste en lo siguiente:
A partir de la suspensiôn celular se origina^ gracias a un 
vibrador ultrasônico^ una corriente de secciôn muy pequena que 
es iluminada por un rayo laser, que excita las molëculas de 
fluoresceina,recogiéndose la luz fluorescente producida en un 
tubo fotomultiplicador, el que genera una senal elëctrica pro­
porc ional al nûmero de molëculas de fluoresceina que hay sobre 
cada cëlula. Tambiën se genera una segunda senal, relacionada 
con el volûmen de la cëlula, por detecciôn de la difracciôn 
que la luz sufre al incidir sobre dicha cëlula.
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Ambas senales se convlerten en puIsos electrônicos que sir- 
ven para cargar el flujo celular exactamente cuando la gota que 
contiene la cëlula en estudio se estS formando. Una vez cargadas 
son sometldas a un campo elëctrico desviSndose hacia el Snodo o 
el câtodo, de acuerdo con su carga. Las gotas no cargadas cont_i 
nûan su curso sin desviarse. De esta manera es posible obtener 
poblaciones celulares separadas en funciôn de la tinciôn fluo­
rescente en su membrana.
El FACS puede operar efdcientemente en ranges prôximos a 
5000 cëlulas/s, con una pureza de un 90-95% y una viabilidad 
del 100%.
Nosotros hemos utilizado el FACS para separar las pobla­
ciones activadoras de complemento y no activadoras de comple­
mento, tanto en el caso de linfocitos no T de amîgdalas como de 
linfoblastos obtenidos por estimulaciôn con PHA de linfocitos 
de sangre perifërica. Las cëlulas se incubaron con SHN y a con 
tinuaciôn con el suero de cabra fluoresceinado anti-C3 humano; 
se suspendieron en medio suplementado con 10% de FCS y se sepa- 
raron mediante el FACS en cëlulas activadoras de complemento 
(CAC +) y no activadoras (CAC -). Una vez lavadas se visuali- 
zaron con el microscopic de fluorescencia para controlar la 
eficacia de la separaciôn. Con linfocitos B de amîgdalas se ob 
tuvieron poblaciones 100% puras, mientras que la pureza obte­
nida en los linfoblastos T fuë del 92%.
Ambas poblaciones se resuspendieron en RPMI en presencia de 
10% de FCS y se incubaron toda la noche a 37®C con el fin de que
suspensiôn 
celular —
vibrador
ultrasônlco
detector de 1 
fluorescencia
detector de 
difracciônaser
+2000 V
-2000 V
recogida de 
cëlulas
Figura 14. ESQUEMA DE FUNCIONAMIENTO DEL FACS.
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e]rmlnaran los complejos C3-anti-C3-FlTC de su membrana.
Las poblaciones separadas de linfocitos B se cultlvaron con 
PWM y las de los linfoblastos T con IL-2, como se ha indicado 
anteriormente.
RESULTADOS
111.1. ACTIVACION DE COMPLEMENTO POR LINFOCITOS._CARACTERIZACION 
PE LA POBLACION LINFOCITARIA QUE ACTIVA COMPLEMENTO.
111.1.1. Activaciôn de complemento por linfocitos de sangre pe- 
riférica.
Linfocitos procedentes de sangre periférica incubados con 
SHN autôlogo como fuente de complemento, presentan C3 unido a 
su membrana, ya que se tinen con un suero anti-C3 humano fluo- 
resceinado.
Este fenômeno podria deberse a un depôsito pasivo del C3 
existente en el suero sobre la membrana celular, aunque se ha 
descrito que el C3 nativo no se puede unir a la membrana celu­
lar, y en nuestro caso se demuestra porque si este fenômeno se 
debiese a un depôsito pasivo del C3 existente sin conllevar una 
acciôn activa de la membrana ni de las protelnas del slstema 
del complemento, el fenômeno séria independiente de la tempe­
ratura a la que se incuban las cëlulas con el suero y del tra
2+ 2+tamiento previo de este con EDTA, que quela Ca y Mg , imp^
diendo la activaciôn de complemento, tanto por la via clSsica 
como por la via alternativa. Pero como puede observarse en la 
tabla 6, el porcentaje de cëlulas tenidas desciende hasta 0-1% 
cuSndo la incubaciôn-se realiza a 4®C ô cuando el suero ha si­
do previamente tratado con EDTA ô calentado a 56*C durante
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30 min.; indicSndonos que el hecho observado es debido a la ge-
neraciôn de C3b y depôsito de este fragmente sobre la membrana
celular, es decir, a un proceso active de activaciôn del siste- 
ma del complemento por la membrana celular (218).
Este hecho fuë corroborado con los datos de la electrofore
sis bidimensional del SHN incubado a 37®C en presencia y en au 
sencia de linfocitos. En la figura 15 puede observarse que en 
el SHN incubado con linfocitos se genera C3b (proteîna que co- 
rre en la regiôn p-globulina y es mSs rSpida que el C3 nativo) 
a consta del C3 nativo, cuyo contenido en el suero disminuye.
La incubaciôn del SHN a 37“C genera una pequena cantidad de 
C3b (dibüjo inferior) pero que es mucho menor a la producida 
cuSndo el suero se incuba en presencia de linfocitos.
III.1.2. Viabilidad de las cëlulas despuës de la incubaciôn 
con SHN.
Era necesario comprobar si la incubaciôn con SHN producla 
la lisis de las cëlulas con capacidad para activar el sistema 
del complemento. Para ello, se comprobô la viabilidad de las 
cëlulas despuës de dicha incubaciôn y como puede observarse en 
la tabla 7, se encontrÔ un 90% de cëlulas viables anSlogamente 
al caso de los contrôles.
Es decir, detectabamos la activaciôn de complemento con de 
pôsito de los fragmentos de C3 sobre la membrana celular, sin 
llegar a la lisis de la cëlula activadora.
Figura 15.ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL CRUZADA DE SUERO 
HUMANO NORMAL INCUBADO EN PRESENCIA Y AUSENCIA 
DE CËLULAS.
TAfn.A 7
VIABILIDAD DE LAS CËLULAS DESPUES DE LA INCUBACION CON SHN
FUENTE DE VIABILIDAD
COMPLEMENTO «  (fc)
Expérimente 1 SHN* 95
SHN-EDTA 90
Expérimente 2 SHN 85
SHN-EDTA 80
Expérimente 3 SHN 89
SHN-EDTA 80
^ Suero humane normal aut<5logo
Porcentaje de cëlulas vivas por exclusion con azul tripan,
111 • 1.3.. Papel de los anticuerpos en la activaciôn de comple­
mento.
Para descartar que posibles anticuerpos especîficos o inmu 
nocompiejos présentes en el suero fueron responsables de la ac 
tivaciôn de complemento observed a, empleamos como fuente de corn 
plemento suero autôlogo, suero previamente absorbido a 4®C, 6 
suero de un paciente con agammaglobulinemia que contenla me­
nos de 50 pg/ml de IgG, IgM ê IgA. En los très casos, el por­
centaje de cëlulas que activaban complemento era similar, su- 
qiriêndonos que la activaciôn de complemento no se iniciaba 
por anticuerpos 6 complejos inmunes (Tabla 8).
111.1.4. Via por la que se produce la activaciôn de complemen­
to por linfocitos.
La via clSsica es dependiente de Ca^^ y Mg^^; y la via al­
ternativa de Mg^^. El tratamiento del SHN con EDTA ô EGTA y 
Cl^Mg permite discriminar por que via los linfocitos activan 
complemento.
En la tabla 9, observamos que la tinciôn fluorescente no 
desaparece con el tratamiento del suero con EGTA y Cl^Mg, ind£ 
cSndonos que los linfocitos activan complemento por la via al­
ternativa.
Otra forma de comprobar a travës de que via se produce la 
activaciôn de complemento es calentar el SHN a 52"C durante
^0
T A HI.A 8
U  ACTIVACIÔN DE COMPLEMENTO ES INDEPENDIENTE DE ANTICUERPOS
FUENTE DE COMPLEMENTO CAC {%)
SHN autdlogo 10.0 t 6.2
SHN absorbido * 10.5 i 3.1
Suero de un paciente **
con agammaglobulinemia 7.5 t 4.0
* 0.1 ml de suero se absorbieron con 2 x 10^ - 4 x 10^ de
linfocitos del propio donante, durante al menos 1 hora a 4?C.
** Este suero contenla menos de 50 jig/ml de IgG, IgA e IgM.
91
lAP.l.A 9
VIA IMPLICADA EN LA ACTIVACION DE COMPLEMENTO POR LINFOCITOS 
DE SANGRE PERIFERICA.
TRATAMIENTO DEL 
SHN AUTOLOGO
CAC (9^)
Ni nguno 8.0 1 5.3
EDTA 0,01 M 0.7 t 0.3
FGTA 0,01 M t ClgMg 0,7mM 3.0 Î 2.0
56?C 30 minutos 1.1 1 0.2
52?C 20 minutos 0.8 i 0.1
20 minutes, previamente a la incubaciôn con las cëlulas, ya 
que a esta temperatura se destruyen algunos factores termolS- 
biles (factor B) necesarios para la activaciôn por la via al­
ternativa. La desapariciôn de la fluorescencia cuando el SHN 
es previamente calentado a 52"C (Tabla 9) nos corrobora el 
hecho de que los linfocitos activan complemento por la via al 
ternativa.
III.1.5. Activaciôn de complemento por linfocitos de diferen­
tes ôrganos linfoides.
La activaciôn de complemento no es una propiedad de los 
linfocitos de sangre periférica, sino que linfocitos proceden­
tes de diferentes ôrganos linfoides poseen dicha capacidad, co 
mo se puede observar en la tabla 10. Los diferentes ôrganos 
linfoides presentan distinta distribuciôn de las poblaciones 
linfocitarias, como nos lo demuestra el estudio de marcadores 
de superficie, y en consecuencia el porcentaje de cëlulas acti 
vadoras de complemento (CAC) varia segûn el ôrgano linfoide de 
procedencia.
La activaciôn de complemento por cëlulas linfoides tiene 
especial importancia, porque la obtenciôn de las mismas no re 
quiere el empleo de anticoagulantes ni de Ficoll, lo que des- 
carta la posibilidad de que el fenômeno de activaciôn observa­
do en sangre perifërica sea un artefacto debido a manipulacio- 
nes "in vitro".
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El siguiente paso fuë identificar la subpoblaciôn celular 
responsable del fenômeno de activaciôn de complemento.
En el timo no existen cëlulas con capacidad de activar com­
plemento. En las amîgdalas no existen apenas macrôfagos y per­
siste el fenômeno de activaciôn de complemento, lo cual descar 
ta que la fluorescencia sea debida a componentes del complemen 
tp sintetizados por los macrôfagos (170, 219, 220).
Comparando los datos obtenidos (Tabla 10) con linfocitos 
de sangre perifërica, de amîgdalas y bazo, observamos que en 
estos dos ûltimos el aumento en el porcentaje de cëlulas acti­
vadoras respecte a sangre periférica va acompanado de un aumen 
to del porcentaje de cëlulas con inmunoglobulinas de superfi­
cie .
Estos datos tornados en conjunto, nos hacîan pensar en los 
linfocitos B como posibles responsables del fenômeno que esta- 
bamos estudiando, pero era necesario comprobarlo trabajando 
con las diferentes poblaciones linfocitarias.
III.1.6. Activaciôn de complemento por subpoblaciones de linfo­
citos de sangre perifërica.
Las cëlulas mononucleadas de sangre perifërica , desprovis 
tas de macrôfagos mediante tratamiento de la sangre con limadu 
ras de hierro, se separaron en linfocitos T y no T (B+ nulas), 
como se indica en Marteriales y Métodos.
En ambas pubpoblacjones se estudiaron diferentes marcado- 
res de superficie y la capacidad de activar complemento. La ta 
bla 11 nos muestra que son los 1in^oc1tos no T, en los que exis 
te un 70% de inmunoglobulinas de superficie, los nue présentas 
en su membrana C3b originado por la activaciôn de complemento, 
mientras que los linfocitos T carecen de esta propiedad.
III.1.7. Activaciôn de complemento por diferentes subpoblacio- 
nes de linfocitos de amîgdalas.
Linfocitos procedentes de amîgdalas se separaron en célu- 
las con receptores para hematîes de carnero (linfocitos T) y 
cêlulas que no poseîan este receptor (linfocito no T). En am­
bas poblaciones estudiamos la presencia de inmunoglobulinas de 
superficie, encontrando que en los linfocitos no T se tenîa, 
con un suero anti-lnmunoglobulinas humanas totales,aproximada 
mente un 75% y en los linfocitos T solo lo hacîa un 3% (Tabla 12)
Las células con capacidad de activar complemento son un 35% 
de la poblaciôn no T, mientras que dentro de la poblaciôn T no 
bay células con esta capacidad.
Puesto que en la poblaciôn no T bay un 75% de células con 
inmunoglobulinas de superficie y que el porcentaje restante co 
rresponde a células nulas, el 35% de activaciôn de complemento 
que observâmes, puede corresponder tanto a los linfocitos B 
como a los nulos. Para saber que tipo celular era el responsa 
ble de la activaciôn de complemento, eliminamos de la poblaciôn
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no T las células con receptores para el fragmente Fc de la IgG, 
obteniendo un 78% de células con inmunoglobulinas en su membra­
na e incrementandose hasta un 60% el porcentaje de células que 
activaban complemento. Por tanto, todo esto parece indicar que 
los linfocitos humanos normales, portadores de estructuras de 
membrana, capaces de activar complemento, son una subpoblaciôn 
de los linfocitos B.
III.2. ESTUDIO FUNCIONAL DE LINFOCITOS B ACTIVADORES Y NO ACTI- 
VADORES DE COMPLEMENTO.
III.2.1. Estudios de fluorésceneia y tamano con el FACS en lin­
focitos B de amîgdalas.
Como ya hemos repetido en varias ocasiones, la activaciôn 
de complemento la estudiamos por Incubaciôn de las células con £ 
SHN autôlogo y posterior tlnciôn de los fragmentos de C3 depo- 
sitados sobre la membrana celular con un suero anti-C3 humano 
fluoresceinado. Contando estas células con un microscopio de 
fluorescencla, encontrabamos que existîa aproximadamente un 39% 
de células entre los linfocitos B de amîgdalas que presentaban 
fluorescencla de membrana. Mediante el FACS, se estudiô la 
fluorescencla de estas células, obteniendo la grâfica de la fi 
gura 16, que représenta el nûmero de células frente a la inten 
sidad de la fluorescencla. El FACS puede también darnos el ta­
mano celular basandose en la difracciôn que sufre la luz al in 
cldir sobre las células en funciôn de su tamano. En la figura 17
se présenta el nfîmero de céluJas trente a una difracciôn 6 a 
un tamano creciente, para linfocitos B de amîgdalas. El primer 
pico se ha comprobado que corresponde a células muertas. Compa 
rando ambas figuras y eliminando este primer pico, se seleccio 
nan entre unos determinados limites aquellas células que pre- 
sentan fluorescencla de membrana frente a las negatives para 
este parâmetro. En linfocitos B de amîgdalas se encontrô un 
40% de células tenidas, corraborando los datos encontrados por 
mi croscopia.
111. 2 .2. Sîntesis de DNA y secreciôn de inmunoglobulinas en
respuesta a PWM de linfocitos B activadores y no ac- 
tivadores del sistema de complemento en presencia de 
células T autôlogas.
Las células fueron separadas en dos poblaciones con (CAC +) 
y sin (CAC -) capacidad de activar complemento. Ambas se mira- 
ron al microscopio de fluorescencla, encontrando un 100% de cê 
luias fluorescentes en la poblaciôn activadora y un 0% de célu 
las tenidas en la poblaciôn no activadora.
Elegimos un experimento représentativo en el que seguimos 
el esquema de la figura 18.
En la tabla 13, podemos ver los datos de sîntesis de DNA. 
Las células activadoras de complemento tienen una mayor proli- 
feraciôn celular, en respuesta a PV7M, que las células no acti­
vadoras de complemento, tanto a dîa 5 como a dîa 7, y en las 
dos relaciones T/B estudiadas. La mayor diferencia la encon-
loo
Figura 16. FLUORESCENCIA DE LINFOCITOS B DE AMIGDALAS TEfîI-
DOS CON ANTI-C3 HUMANO, PREVIA INCUBACION CON SHN.
Figura 17. DIFRACCION QUE SUFRE LA LUZ AL INCIDIR SOBRE 
LINFOCITOS B DE AMIGDALAS.
tramos a dîa 7 de cultivo en la relaciôn T/B = 5/1 donde las 
cêlulas activadoras de complemento Incorporan tlmldina-H^ or^ 
glnando 236244 cpm, y las no activadoras 1276 cpm trente a 4323 
cpm del control.. Es declr, las cêlulas activadoras de comple­
mento tienen una mayor proliferation en respuesta a PWM.
Como anteriormente hemos indlcado, tambiën estudiamos se-' 
creciôn de inmunoglobulinas despuês de 10 dîas en cultivo. En 
la tabla 14, se pueden ver las concentraciones de IgG ê IgM 
secretadas por las cêlulas AC + y AC -, a la relaciôn T/B = 5/1. 
La poblaciôn activadora de complemento sécréta la misma cant^ 
dad, 243ng/ml de IgG y 660ng/ml de IgM, que el control,
230ng/ml de IgG y 663ng/ml de IgM; mientras que la secreciôn 
por parte de la poblaciôn negatlva es 61ng/ml de IgG y 223ng/ml 
de IgM.
Estos datos parecen sugerir que la poblaciôn de cêlulas que 
responde a PWM y se transforma en células plasmâtlcas, capaces 
de secretar anticuerpos, es la poblaciôn de linfocitos B que 
tienen capacidad de activar el sistema de complemento.
III.3. ACTIVACION DE COMPLEMENTO DE LINFOBLASTOS T
Anteriormente hemos descrito que una subpoblaciôn de linfo­
citos B, procedentes de diferentes ôrganos linfoides, presenta­
ban lA capacidad de activar el sistema del complemento, mientras 
que linfocitos T y timocitos no tenîan dlcha capacidad. A contl- 
nuaclÔn,nos planteamos si la transformaclôn blSstlca que conlle- 
Ara una serle de cambios a nlvel de la membrana cltoplasmâtica
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■'podrîa influir en el fenômeno de activaciôn de complemento.
La transformaclôn blSstica puede llevarse a cabo por estimu 
laciôn mltogénica 6 antigênica.
Comprobamos qué mitôgenos podrîamos utllizar que no acti- 
vasen o aceptasen complemento pasivamente. En- la tabla 15 se 
puede ver que después de incubar durante 30 min. las cêlulas 
con PHA, el 90% de ellas han unido este mitôgeno a su membrana 
(se tinen con un suero anti-PHA fluoresceinado) y esta uniôn no 
modifica los valores de activaciôn de complemento/ sin embargo, 
en el caso de otro mitôgeno de cêlulas T, Con A, su uniôn a los 
receptores mitogênicos de los linfocitos aumenta hasta un 80% 
los valores de activaciôn de ^complemento. Como consecuencia en 
todos nuestros experimentos utilizamos PHA como mitôgeno.
III.3.1. Activaciôn de complemento por linfoblastos obtenidos 
por estimulaciôn de linfocitos de sangre periférica 
con PHA. Cinëtica.
Cêlulas mononucleadas de sangre periférica se incubaron en 
presencia y ausencia de PHA. Después de 2 6 3 dîas en cultivo 
se estudiô la activaciôn de complemento por estas células. Co­
mo puede observarse en la tabla 16, en las cêlulas que se ha- 
blan mantenido en estado de reposo, nos encontramos con un por 
centaje muy bajo (5%) de cêlulas que presentan fluorescencla 
de membrana; sin embargo, cuando estas células habîan sido es- 
timuladas policlonaImente con PHA existîa un 36% que activaban 
el sistema del complemento.
T A P I A  l ÿ
EFECTO DE DIFERENTES MITÔGENOS SOBRE LA ACTIVACION DE COMPLEMENTO
POR LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA.
MITÔGENO ^ CELULAS CON MITÔGENO 
EN SU MEMBRANA.
ACTIVACIÔN DE 
COMPLEMENTO (/o)
PHA Ifo 100 9
Con A lO^ig/ml 95 80
^ IjOs linfocitos de sangre periférica se incubaron durante 30 mi 
nutos a 379C con el mitégeno indicado.
ff Se observé con suéros anti-PHA y anti^-ConA fluoresceins dos.
7  a m . A 1 6
ACTIVACION DE COMPLEMENTO POR LINFOCITOS DE SANGRE PERIFfRiCA 
ESTIMULADOS CDN PHA.
FUENTE DE COMPLEMENTO
CAC
-PHA fPHA
SHN aùtélogo 5.0Î2.3 36.0I12.I
SHN absorbido^ 6.ill.3 34.3I9.I
SHN 569C 30 min. 0.5^0.3 2.1I0.5
SHN + EDTA O.OIM i.oio.5 O.3I0.I
SHNfEGTA O.OlMfCIgMg 0.7 mM - 29.0I8.2
SHN 529C 209 min. l.lto.2 O.2I0.I
Suero agammaglobulinémico^^ 3.oil.4 -
PBS/BSA O.1I0.3 I.3I0.5
^ El suero se absorbié con las propias células durante 1 bora 
a 49C.
Este suero contenfa mmos *50 /ig/ml de IgG, IgM e IgA.
U)[> -
Esta activaciôn es independiente de la presencia de anti­
cuerpos , ya que cuando se utilizaron como fuente de complemento 
suero previanente absorbido o suero de un paciente con agamma­
globulinemia, los valores de activaciôn de complemento no varia 
ron. Parece tener lugar por la via alternativa, porque el pre- 
tratamiento del suero con EDTA hace desaparecer la tinciôn fluo 
rescente, y sin embargo esta permanece cuando el suero se ha 
tratado con EGTA y suplementado con ClgHg. Es decir, en todos 
los contrôles estudiados obtenemos resultados anâlogos a los 
obtenidos en el caso de linfocitos no activados.
Segûn estos datos, vemos que la capacidad de activar comple
mento aparece después que los linfocitos T han sufrido la trans 
formaciôn blSstica, ya que en "estado de reposo" no la poseen^ 
Ante esto, consideramos interesante estudiar como varia esta ca 
pacidad a lo largo de los diferentes dias de cultivo, para ello 
hicimos una cinética del porcentaje de células activadoras de 
complemento y de sîntesis de DNA.
Los resultados obtenidos aparecen en la figura 19. El mSxi. 
mo nômero de CAC aparece en el dîa 3 de cultivo y coincide con 
el pico de sîntesis de DNA. A partir del dîa 4, esta decrece 
hasta niveles basales, mientras que el valor de la activaciôn 
de complemento se estabiliza alrededor de un 20%. Esto nos in- 
dica que una vez los linfocitos T se han diferenciado a linfo­
blastos, existe una subpoblaciôn de estos que activan comple­
mento, independiente de la fase del ciclo celular.
Teniendo en cuenta que la PHA es un mitôgeno de linfocitos
T, pensamos que las células que presentaban capacidad de acti-
-  ]  1 0
var complemento deben ser linfoblastos T, no obstante y debido 
a que la PHA puede activar células B a través de las T activa- 
das, debîamos comprobarlo trabajando con una poblaciôn pura de 
linfocitosT, que fuese estimulada con PHA.
III.3.2. Activaciôn de complemento por linfoblastos obtenidos 
por estimulaciôn mitogénica de linfocitos T de sangre 
periférica.
Linfocitos T de sangre periférica, obtenidos por columnas 
de nylon, se cultivaron en presencia y ausencia de PHA. Cuando 
las células se mantuvieron en cultivo sin PHA, nos encontramos 
que no existian CAC vomo era de esperar (Tabla 17). Sin embar­
go, cuando los linfocitos T eran cultivados en presencia de PIIA 
aparecîa un 12% de linfoblastos activadores del complemento 
(Tabla 17). (221) .
La disminuciôn en el porcentaje de CAC encontrada en este 
caso respecte a la tabla anterior, puede deberse a la menor res 
puesta proliferativa a PHA de los linfocitos T purificados (co 
mo consecuencia de la eliminaciôn de macrôfagos), ô bien a que 
en el caso de estimulaciôn de linfocitos totales con PHA se o- 
riginen linfoblastos B capaces de activar el sistema de com­
plemento. De cualquier manera, es claro que existe una subpo­
blaciôn de linfoblastos T capaces de activar el complemento.
Como en los casos anteriores, la activaciôn de complemento 
es independiente de la presencia de anticuerpos y parece tener 
lugar por la via alternativa como nos lo indican los valores
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Figura 19. CINETICA DE ACTIVACION DE COMPLEMENTO POR LINFOBLASTOS 
DE SANGRE PERIFERICA.
Sîntesis de DNA en presencia (#---#) y ausencia
de PHA. Cêlulas activadoras de complemento (CAC^
linfocitos activados con PHA (A A) y " en repç
(A- A) .
niDLlOTECA
obtenidos en los contrôles realizados.
II1.3.3. Activaciôn de complemento por linfoblastos obtenidos 
por estimulaciôn alogënica.
Una vez visto que como consecuencia de la blastogénesis 
producida por estimulaciôn mitogénica aparecîa una subpobla­
ciôn de linfoblastos T que activaban complemento, estudiamos 
lo que ocurrîa en el caso de una estimulaciôn antigênica. Ele 
gimos como mêtodo de dicha estimulaciôn el cultivo mixto de 
linfocitos, donde el agente estimulador son los antîgenos de 
his tocompa t ib i1id ad de la clase II, que debido a su gran po- 
limorfismo se presentan en diferentes formas segûn los indi- 
viduos. Estas estructuras responsables de la estimulaciôn es 
tSn présentes en linfocitos B, macrôfagos y espermaj y son 
escasos ô estan ausentes en linfocitos T frescos C222). Los 
linfocitos respondedores son los linfocitos T.
Estudiamos la activaciôn de complemento en cêlulas, obte 
nidas en un cultivo mixto de linfocitos, mediante la técnica 
habituai de fluorescencla y por medida de la capacidad hemo- 
lîtica del SHN autôlogo despuês de la incubaciôn con las cê­
lulas .
En la tabla 18 se pueden observar que existe entre un 9 y 
un 20% de cêlulas que fijan C3b en su membrana, y que la acti 
vidad hemolîtica del suero desciende aproximadamente un 25% 
cuêndb ha sido prevlamente incubado con las células, lo que 
nos indica que estas han activado el sistema del complemento,
ACTIVACION DE COMPLEMENTO POR LINFOBLASTOS T OBTENIDOS POR ESTI- 
MULACION MITOGENICA DE LINFOCITOS T DE SANGRE PERIFERICA CON PHA.
FUENTE DE COMPLEMENTO -PHA
CAC {%)
fPHA
SHN autdlogo i . o i o .2 12.lt4.2
SHN autdlogo f EDTA O.OIM i . i i o . 5 0.3^0.2
SHN autdlogo f EGTA 0.OlMtCl^MgO.7mM o . y i o . 3 7.8^3.2
SHN 56?C 30 min. l . o i o . 5 2 . o i o .8
SHN 525C 20 min. 1.1Î0.3 1.2Î0.3
Suero agammaglobulindmico^ 1.3Î0.2 14.1Î3.7
PBS/BSA 1.0Î0.6 0.5^0.3
SIfN absorbido o : 5 t o : 4 10.2*3.7
 ^ Este suero contenfa menos de 50 yg/ml de IgG, IgM S IgA.
El suero se absorbid con las propias células durante 1 hora 
a 4®C.
J 1 4  -
\'a que ha existido un consumo del mismo.
Con el fin de analizar si las células activadoras de comple 
mento eran blastos 6 linfocitos no estimulados, se sometieron a 
un gradiente discontinue de Percoll, que las sépara en base a 
su densidad, y se recogieron diferentes bandas (ver esquema de 
Materiales y Métodos).
Para ver en cual de estas bandas se encontraban los linfo­
blastos se estudiô la capacidad espontSnea de incorporaciôn de 
timidina-H^ durante 4 horas. Como puede observarse en la ta­
bla 19, en la fracciôn denominada 40 se encontraban las célu­
las transformadas con capacidad de sintetizar DNA, mientras 
que la fracciôn 50 estaba formada por "pequenos" linfocitos. 
Estos datos se corraboraron por criterios morfolôgicos. La 
fracciôn 30 estaba principalmente formada por fragmentos ce- 
lulares.
III.3.4. Marcadores de superficie y activaciôn de complemento 
en las diferentes fracciones de un gradiente discon­
tinue de Percoll de las células de un cultivo mixto.
Se estudiô en las diferentes fracciones del gradiente dis­
continue de Percoll la capacidad que las células tenlan de ac­
tivar el sistema del complemento. Se encontrô (Tabla 20) que 
la fracciôn 40, en la cual se encontraban los linfoblastos,
(como hemos visto anteriormente por los datos de slntesis de DNA), 
es la que presentaba una poblaciôn de CAC, mientras que en la 
fracciôn 50, que correspondla a células no estimuladas, no
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f'xistîa ninguna rclu 1 a con capacidad de activar el sistema del 
complemento.
Estos datos nos indican que después de la transformaclôn 
blSstica, debida a estimulaciôn con antîgenos de membrana, se 
producen cambios en la membrana citoplasmStica responsables de 
la activaciôn de complemento en una subpoblaciôn de linfoblas­
tos, anSlogamente a lo que ocurrîa en el caso de la estimula­
ciôn mitogénica con PHA.
Con el fin de determinar que tipo de célula era la respon­
sable de la activaciôn se hicieron marcadores de superficie en 
las diferentes fracciones del Percoll. Los bajos porcentajes 
de inmunoglobulinas de superficie (3%) y de receptores para 
complemento (2%) en la fracciôn 40 (Tabla 20), asî como la 
existencia de un 70% de células con receptores para hematîes 
de carnero indicaba que las células activadoras de complemento 
podîan ser linfoblastos T. Para confirmar esto, se realizô un 
cultivo mixto en que las células respondedoras eran linfocitos 
T de sangre periférica, purificadas a través de columnas de ny 
1 on.
IJI.3.5. Activaciôn de complemento por linfoblastos T de un 
cultivo mixto.
Linfocitos T, purificados a través de columnas de nylon, se 
estimularon con linfocitos totales de otro individuo no relacio 
nado,previamente tratados con mitomicina. Después de 7 dîas de 
cultivo, las células se sometieron a un gradiente discontinue
-  ] K -
de Percoll y en las diferentes fracciones se estudiô la acti­
vaciôn de complemento.
En la tabla 21 se puede ver que en la fracciôn 4o existe 
un 10% de células activadoras de complemento, valor anSlogo al 
que encontrabamos cuando la poblaciôn respondedora en el cult_i 
VO mixto eran linfocitos totales de sangre periférica. Es de­
cir, los linfoblastos de la fracciôn 40, capaces de activar 
complemento son linfoblastos T.
111. 3.6. El crecimiento de los linfoblastos activadores de com­
plemento es dependiente de IL-2.
La interleuquina 2 (IL-2) anteriormente denominada TCGF 
("T cell growth factor") es un factor que se encuentra en los 
sobrenadantes de los cultivos de células activadas mitogénica- 
mente (223, 224) y antigénicamente (225). Esta interleuquina 
es capaz de mantener células T "in vitro" en un estado de con 
tînua proliferaciôn (225).
Se ha visto que linfocitos T no activan complemento, y que 
esta capacidad aparecîa en esta poblaciôn celular después de 
la estimulaciôn mitogénica o alogénica. A continuaciôn, estu­
diamos si los linfoblastos activadores podrîan mantenerse en 
cultivo prolongado en presencia de IL-2. Para ello, linfoci­
tos de sangre periférica cultivados con PHA se recogieron a 
dîa 2 y 3 de cultivo .(en los cuales el valor de la activa­
ciôn de complemento es diferente), se pusieron en presencia 
de IL-2 y a diferentes dîas se estudiô la sîntesis de DNA y la
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ACTIVAClON DE COMTLEMENTO FOR LBPOBLASTOS T DE UN CULTIVO MIXTO
FRACClONES DEL PERCOLL CAC W  ^
Poblacidn compléta 5.0 Î 0.9
Fraccidn 40 9.6 i 0.4
Fraccidn 50 2.0 i 2.0
 ^Se utilizaron como c^lulas respondedoras linfocitos T de sangre 
perifërica purificados por columnas de nylon.
capncidad de activar comp]emento, obteniendose las cinéticas 
que se presentan en la figura 20.
En dlcha figura se puede observar que la proporciôn de cë 
lulas activadoras aumentô en les primeros dîas del cultive 
basta valores prôximos a un 60%, estabi1izandose en les dîas 
finales en porcentajes alrededor de un 20% (tante cuando las 
células se recogieron a dîa 2 de cultive cerne cuande se reco- 
gieron a dîa 3) . Es decir, como en el case de la estimulaciôn 
cen PHA, nos encontramos un valor mâxime de CAC prôximo al pi_ 
ce de slntesis de DMA, y un valor estabilizado en les dîas f^ 
nales del cultive, cuando apenas existe incorperacidn de ti- 
midina-H^.
Este aumento que sufre la poblacidn activadera de cemple- 
mento cerne censecuencia del cultive en presencia de IL-2, nos 
sugiere que el crecimiento de estes 1infeblastes es dependien 
te de esta interleuquina.
Posterfermente, separamos las células en CAC + y CAC - me 
diante el FACS y estudiames su respuesta a IL-2.
III.3.7. Separacién de linfeblastes activaderes y ne activade- 
res de cemplemente.
T 11. 3 .7.1. Estudie de fluerescene la y tamane cen el FACS de lin­
feblastes ebtenides per estimulaciôn cen PHA de lin- 
fecites totales de sangre perifërica.
Les linfeblastes ebtenides per estimulacién mitogénica cen
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Figura 20. CINETICA DE ACTIVAClON DE COMPLEMENTO POR LINFOBLAS- 
TOS MANTENIDOS EN CULTIVO PROLONGADO CON IL-2.
Células recqgidas el segundo dîa del cultlvo con PHA;
slntesis de DNA (A A) y activacién de complemento
(O o ). AnaJogamente para células recogidas cl ter?
cer dîa (---- ).
J H;’ y son.ftidoF a act i vac i6r' dt c:orr>jd emc dIo , fe *• sl.ud ) a rcr. re: 
c ] FACS. En 3a figura 21 r,c reF>re'Fenta el nuniero dc cflulas 
f rente s 3 a intensidad de flunrescenei a y en la figura 22 el 
nûricro de células frente al tamano celui ar, Comparando aniias 
gréficas, se seleccionan entre unos determinados limites ague 
lias células que presentan f1uorescencia de memhrana frente a 
las negativas para este parSmetro. El porcentaje de linfoblas 
tos fluorescentes analizados de esta manera (32?) es similar 
a) encontrado por contaie con el microscopic de fluorescen- 
r ia (29? ) .
1 T 1-. 3 . 7 . 2 . Slntesis de DNA de 1 infoblastcs activadores y no
activadores del sistema del complemento en_respuc^-
ta a IL-2.
Los 1infoblastos, una vez incubados con SHN autôlogo y 
anti-C3 humano f1uoresceinado (FITC), se separaron en CAC + y 
CAC - mediante el FACS. El porcentaje de células fluorescentes 
en la poblaciôn CAC + era de un 94%, mientras que en la CAC - 
solo habîa un 3% de células tenidas. La incubaciôn a 37*C du­
rante 18 boras no éliminé les complejos C3-anti-C3-FlTC de la 
memlirana de las células tenidas.
Las CAC 4, CAC -, asî como los 1infoblastos no separados e 
iguaImente incubados con SHN y anti-C3-FITC se cultivaron en 
presencia de II.-2 .
Los resultados de la slntesis de DNA de estos cultives apa 
reren en la fi cura 23, donde claramente puede observarse nue
50
10050
Figura 21. FLUORESCENCIA DE LINFOBLASTOS DE SANGRE PERIFERICA
TERIDOS CON ANTI-C3 HDMANO, PREVIA INCUBACION CON SUN.
1 5 0
100 —
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F i g u r a  22. DIFRACCION QUE SUFRE LA LUZ AL INCTDIR SOBRE LINFOBLAS­
TOS DE SANGRE PERIFERICA.
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la respuesta a IL-2 es muy superior en los 1infoblastos activa 
dores de complemento frente a los no activadores y a los con­
trôles. También la poblacidn compléta, en la que se habîa rea- 
lizado la activaci6n de complemento, tiene una proliferaciôn 
en respuesta a IL-2 superior al control de linfoblastos, no so 
metidos a actlvaciôn. Por tanto, cabe la posibilidad de que la 
mayor prollferaeI6n encontrada en la poblaciôn CAC + sea debi- 
da a que el 96% de las células llevan C3-anti-C3-FITC en su 
membrana.
Sin embargo, después de 4 dîas en cultivo solamente un 
15% de CAC + tienen fluoréscenela en su membrana y su prolife- 
raclôn en respuesta a un nuevo estîmulo con IL-2 es muy supe­
rior respecto a las CAC - y al control, como puede observarse 
en la figura 24.
Refirlendo estos datos a los linfoblastos no separados y 
no sometidos a activacién de complemento y considerando la sîn 
tesis de DNA de estos como el 100% (tabla 22) observâmes que 
esta slntesis en la poblaciôn CAC + es aproximadamente un 250%, 
valor que se mantiene a dîa 3, 4 y 6 de cultivo, aunque el po£ 
centaje de células tenidas baya descendido hasta un 15%.
Los porcentajes de slntesis de DNA de los linfoblastos no 
separados y sometidos a activaciôn de complemento, son en todos 
los casos superiores al control y a los de las CAC -, pero ané 
logamente se mantienen siempre constantes.
Ante todo estopodemos concluir que los complejos C3-anti- 
C3-FITC no pueden explicar las diferencias encontradas en sînte
Figura 23. SINTESIS DE DNA DE CAC+ Y CAC- EN RESPUESTA A IL-2<i)
Linfoblastos de sangre periférica sometidos (#----#)
y no sometidos (#----•) a activacion de complemento,
CAC+ (A A) y CAC- (A^ A) se pusleron en cultivo
con IL-2.
' c pm.10 -
30. .
20
lOi
dias
Figura 24. SINTESIS DE DNA DE CAC+ Y CAC- EN RESPUESTA 
A IL-2 (II).
Linfoblastos de sangre periférica (#---- •) ,
CAC+ (A A) y CAC- (Ar - -A) se lavaron y se
cultivaron nuevamente con IL-2. En la pobla- 
ci6n CAC+ permanecia tenido un 15% de células,
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sis de DNA en respuesta a IL-2, entre las células activadoras y 
no activadoras del sistema de complemento, pudiendo concluir 
que las CAC + tienen una mayor capacidad proliferativa que las 
CAC -, en presencia de IL-2.
III.4. COMPONENTES DE MEMBRANA QUE PUEDEN INFLUIR EN LA ACTI­
VAClON DE COMPLEMENTO.
111.4.1. Papel del écido siSlico en la activacién de comple­
mento.
Una caracterîstica bioquîmica que détermina la capacidad 
de una partîcula para activar el sistema del complemento es 
una relativa deficiencia en Scido siSlico.(129).
111.4.1.1. Efecto del tratamiento con neuraminidasa sobre la 
activaciôn de complemento por linfocitos de amlgda- 
las.
Para estudiar el papel que tiene el Scido siSlico en la 
activaciôn de complemento tratamos las células con neuraminida 
sa, enzima que élimina este Scido de las roembranas. A continua 
ci6n^ se estudiô la activaciôn de complemento que producîan es­
tas células tratadas.
En primer lugar, probamos diferentes dosis de neuraminida­
sa (Tabla 23) con el fin de encontrar aquella que produjese el 
mînimo dano celular. Elegimos como concentraciôn idônea
V] . !.  2-‘<
EFECTO DE DIFERENTES DOSIS DE NEUR.AF1INIDASA SOBRE LA VIABILI- 
DAD CELUTJ\R.
DOSIS DE 
NEURAMINIDASA**
VIABILIDAD CELUIJVR 
CELULAS VIVAS)
0.05 u/2xlO^ células 93
0.10 u/2xl0^ células 90
0.15 u/2xlO^ células 85
0.20 u/2xl0^ células 78
Las cllulas se incubaron a 378C con neuraminidasa durante 
30 minutes.
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0.1 u/2xl0^ células, con la cual permaneciô viable un 90% de 
las células después del tratamiento enzimStico. Una vez esta- 
blecida la dosis idônea de neuraminidasa, se estudiô la acti­
vaciôn de complemento con y sin previo tratamiento con esta 
enzima. Como puede observarse en la tabla 24, el tratamiento 
con neuraminidasa aumenta el porcentaje de células activado­
ras de complemento tanto en la poblaciôh compléta como én las 
dos poblaciones T y no T, una vez separadas.
Este aumento es mayor en el caso de los linfocitos T.
III.4.1.2. Efecto del tratamiento con neuraminidasa sobre la 
activaciôn de complemento por linfoblastos.
En la tabla 25 se puede ver que despuês del tratamiento 
con neuraminidasa la activaciôn de complemento aumenta tanto 
cuândo los linfocitos de sangre periféfica se han cultivado en 
presencia como en ausencia de PHA, pasando de un 38% a un 62% 
en los linfoblastos y de un 5% a un 32% en los linfocitos "en 
reposo".
La eliminiaciôn del Scido siSlico de las membranas cito- 
plasmSticas convierte células no activadoras del complemento 
en activadoras, pero la transformaciôn no es del 100%, como se 
ha descrito en el caso de hematies de carnero (129). Entre los 
linfocitos, parece que existen células que potenciaImente pue­
den activar complemento, si se élimina el Scido siSlico de su 
membrana, pero existen otras células que no son capaces de ac­
tivar complemento aunque este compuesto baya sido eliminado.
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TABLA 25
.EFECTO DEL TRATAMIENTO CON NEURAMINIDASA SOBRE LA ACTIVACION 
i)E COMPLEMENTO POR LINFOBLASTOS DE SANGRE PERIFERICA.
TRATAMIENTO
PBL ^
- PHA t PHA
CAC ifc)
Ninguno 5 . 0  i  2. 5 38.3 i 7.2
Neuraminidasa ^ 3 2 . 3  t  1 0 , 0 6 2 . 6  i 1 6 . 0
(0. 10u/2xl0^)
$ Los linfocitos de sangre periférica se activaron durante 
3 dfas en presencia y ausencia de PHA.
Las células se trataron con neuraminidasa a 37^C durante 
30 min. y se sometieron a activacién de complemento.
1 1 T . 4 . 2. Efecto de la carga eléctrica sobre 
complemento.
Diferentes estudios sobre la movilidad electroforêtica (ME) 
de células linfoides han demostrado que linfocitos T y timo- 
citos resistentes a hidrocortisona tienen una marcada movil^ 
dad hacia el SnodO/mientras que linfocitos B y el reste de los 
timocitos tienen una movilidad significativamente mas baja 
(226, 227).
AdemSs se ha ■ descrito una disminuciôn de carga negati­
ve en los linfocitos despuês de la transformaciôn blâstica(228)
Nosotros hemos encontrado que una subpoblaciôn de linfoci­
tos B activan complemento,mientras que linfocitos T carecen de 
esta propiedad, adquiriéndola despuês de una estimunlaciôn mi- 
togênica ô alogênica. Este nos suqerîa que una deficiencia de 
carga negative podrîa ester relacionada con el fenômeno de ac 
tivaciôn de complemento, por lo que nos planteamos separar 
las células mediante electroforesis celular y estudiar la ca­
pacidad de activar complemento en las diferentes fracciones ob 
tenidas.
III.4.2.1. Movilidad electroforêtica y activaciôn de complemen­
to por linfocitos de amîgdalas.
Mediante electrofores is celular analïtica estudiamos la 
distribuciôn eléctrica de los linfocitos de amîgdalas y los re 
sultados obtenidos aparecen en la figura 25. Las células se 
distribuyen segûn 6 diferentes movilidades electroforéticas con
m7. células 
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Figura 25. ELECTROFORESIS CELULAR DE LINFOCITOS DE AMIGDALAS
Se obtiens una distribucion de los linfocitos en 
funciôn de la carga eléctrica de su membrana.
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distintos porcentajes en cada una de elles. Para caracterlzar 
las células de las diferentes fracciones, obtuvimos células de 
cada movilidad electroforética por electroforesis celular pre- 
parativa, y estudiamos inmunoqlobulinas de superficie y activa 
ciôn de complemento.
La existencia de células con inmunoglobulinas de superfi­
cie (linfocitos B) va aumentando a medida que la movilidad elec 
troforética disminuye (Tabla 26), variando desde un 16? de lin­
focitos con inmunoglobulinas de superficie en la fracciôn con 
movilidad electroforêtica de 1.16 hasba un 86% de linfocitos B 
en la fracciôn mSs lenta (M .E. = 0.76). Estos datos estSn de 
acuerdo con los encontrados por otros autores acerca de la mo­
vilidad electroforêtica de células de érganos linfoides. En 
cuanto a la activacién de complemento se distribuye a lo largo 
de las diferentes fracciones, encontrando aproximadamente la m^ 
tad de células con capacidad de activar el sistema de complemen 
to de las células que tienen inmunoglobulinas en su membrana.
Cuândo se sometieron a electroforesis celular linfocitos no 
T de amîgdalas, no se encontraron células en la fraccién mâs râ 
pida (M.E. 1.16) (Fig. 26). En esta fraccién trabajando con lin 
focitos totales de amîgdalas, encontrabamos un 16% de células 
con inmunoglobulinas de superficie y desaparece cuando la pobla 
ciôn originaria que se somete a la electrofores is celular son 
linfocitos no T, reafirmandonos que esté formada por linfocitos 
derivados del timo. Como ya habîamos indicado anteriormente, 
los linfocitos T tienen una marcada movilidad hacia el ânodo.
Como en el caso anterior estudiamos activacién de complemen
n i
TABLA 26
MOVILIDAD ELECTROFORETICA T ACTIVAClON DE COMPLEMENTO POR LIN­
FOCITOS DE AMIGDALA.
MOVILIDAD
ELECTROFORÉTICA
/ "1 "1\ (pm,cm.S. T. )
I g (^ ) CAC (%)
1.16^ 16 10
1.04 22 10
0.95 42 27
0.85 64 43
0.76 85 47
^ Fracciones linfocitarias con diferenie movilidad electroforéM 
ca obtenidas por electroforesis celular preparativa. En estas 
fracciones se estudiaron inmunoglobulinas de superficie y acti^  
vacidn de complemento.
to en las diferentes fracciones obtenidas por electroforesis 
celular preparativa y encontramos, segGn se ve en la tabla 27, 
que las células activadoras de complemento se distribuyen a 
lo largo de todas las movilidades electroforéticas. Los re- 
sultados hallados,tanto en el caso de linfocitos totales como 
de linfocitos no T, nos indican que no existe una relacién di­
recte entre la carga eléctrica de la superficie celular y la 
capacidad de activar complemento.
III.4.2.2. Movilidad electroforêtica y activacién de comple­
mento por linfoblastos de sangre périférica.
Estudiamos la movilidad electroforêtica de linfocitos to­
tales de sangre periférica mantenidos en cultivo durante 3 
dîas en presencia y ausencia de PHA, y como puede verse en la 
tabla 28, mediante electroforesis celular analïtica comproba- 
mos que la activacién mitogénica conlleva una disminuciôn de 
la carga negativa. La distribucién de linfocitos en reposo y 
de linfoblastos, segûn 3 movilidades electroforéticas, es di- 
ferente, asî la mayorîa de los linfocitos en reposo (74%) son 
células rSpidas (M.E. = 1.16 ^im.cm. s ^ . v )^ , es decir, con 
mâs carga negativa. Solamente el 21% de los linfoblastos se 
encuentra en esta poblacién, hallândose el porcentaje mayor 
de los mismos (66%) en la fraccién intermedia (1.06 ^ im.cm. s.^ v.^ .) 
Otros autores (228) también han descrito esta disminuciôn de 
carga negativa como consecuencia de la transformaciôn blSsti- 
ca, y estos datos parecîan apuntar la posibilidad de que una
t células 
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1.05 0.93 0.83 0.68 M.E.
Figura 26. ELECTROFORES18 CELULAR DE LINFOCITOS B DE AMIGDALAS,
Se obtiene una distribuciôn de los linfocitos en 
funclôn de la carga eléctrica de su membrana.
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TAPI,A 27
MOVILIDAD ELECTROFORETICA T ACTIVACION DE COMPLEMENTO POR LINFO­
CITOS B DE AMIGDALA.
MOVILIDAD
ELECTROFORETICA
/ —*1 —1 \ Uxm.cm.s. V. )
CAC {%)
1.05^ 60
0.93 61
0.83 53
^Fracciones linfocitarias con cl if er ente movilidad electrof orêtica 
obtenidas por electroforesis celular preparative. En estas 
fracciones se estudid activacidn de complemento.
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disminuciôn de la caraa negativa podrîa estar relacionada con 
la capacidad de activar complemento, no obstante era necesario 
comprobarlo haciendo una electroforesis celular preparativa y 
estudiando activaciôn de complemento en las diferentes fraccio 
nés recogidas. Los resultados obtenidos se presentan en la ta 
bla 29, y en contra de lo esperado en las 3 poblaciones de 
distinta movilidad electroforêtica existen células en capaci­
dad para activar el sistema del complemento.
Tanto en el caso de linfocitos B de amîgdalas como en lin 
focitos de sangre periférica encontramos que poblaciones con 
diferente movilidad electroforética son capaces de activar 
complemento, por lo que podemos concluir que no existe una re 
laciôn directa entre carga eléctrica y activaciôn de comple­
mento-
///'!
T A B L A  2 8
CAMBIOS EN LA CARGA ELECTRICA DE LA MEMBRANA, COMO CONSECUENCIA 
DE LA ACTIVAClON MITOGENICA._____________________________________
PBL (%) ^
“1 —1 \ un.cm.s. V .  ; - PHA t PHA
1.16 74 21
1.06 15 66
0.95 8 ■ 12
0.85 3
f Los linfocitos de sangre periférica se mantuvieron en cultivo 
con y sin mitêgeno durante 3 dfas.
/AÂ
TABLA 29
UQMiMD_ELEÇTROF(mMAJLÆim^
LUMLASIOS
40
/bCELULAS
30
2 0
10
65%
21%
r 1 3 %
1.16 1.06 0.95
Mo v i l i d a d
ELECTROFORETICA CAC(Z) 
(iim.cm . sp . \   ^)
1.16
1.06
0.95
M.E
70
58
69
* En las diferentes fracciones obtenidas se estudiô activaciôn 
de complemento por la têcnica habituai.
I A/1 /'•
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Clâsicamente, la principal y casl Gnica funciôn atribuida 
al sistema del complemento consiste en la opsonizaciôn y 1i- 
sis de bacterias y otros microorganismos, por lo tante se con 
sideraba principalmente como un sistema de defensa. Con la 
descripciôn de receptores para diverses factores del comple­
mento (16 -19) en algunas poblaciones linfocitarias, asî co­
mo su papel en la respuesta inmune (161-174) y el crecimiento 
celular (166, 229, 230) se vi6 que ademâs del mécanisme de de 
fensa clâsico podia desempenar otras funciones biolôgicas. 
Posteriormente, con la descripciôn de activaciôn de complemen 
te por las membranas celulares (189r 203) se abrieron nuevas 
perspectivas.
En el présente trabajo, nosotros hemos estudiado la acti­
vaciôn de complemento autôlogo por células normales,desarro- 
llando los siguientes puntos: caracterlzaciôn y presencia en 
diferentes ôrganos linfoides de los linfocitos capaces de ac- 
tivar complemento y respuesta a mitôgenos de las poblaciones 
activadora y no activadora de complemento; adquisiciôn de la 
capacidad de activar complemento después de la estimulaciôn 
mitogénica ô alogênica; dependencia de IL-2 en el crecimiento 
de los linfoblastos activadores, y por ûltimo posibles compo- 
nentes de la membrana citoplasmâtica impiicados en el fenôme- 
no de activaciôn de complemento.
Anteriormente a este trabajo, se habîa descrito la activa
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ci6n de complemento por diferentes tipos de leucemias 
(196, 197) y por lîneas celulares 1 infobiastoideas humanas, 
(190 - 193), incrementandose en estas la activaciôn, cuando 
hablan sido infectadas por EBV (193). Como la activaciôn de 
complemento por células normales era nuy pequena comparada 
con la de estas lineas transformadas, se pensô que la acti­
vaciôn de complemento pudiera ser un mecanismo de defensa 
del propio organisme orientado hacia la elimlnadiôn de estas 
células "peligrosas". Hay que senalar que estos autores ha- 
bîan estudiado ûnicamente células procédantes de sangre pe- 
rlférica, donde de acuerdo con nuestros experlmentos la acti 
vaciôn de complemento se produce en un pequeno porcentaje de 
células. Sin embargo, hemos visto que hasta un 30% de célu­
las de bazo, procédantes de donantes cadSver para trasplan- 
te renal, asî como un 18% de linfocitos de amîgdalas poseen 
dicha capacidad en un sistema autôlogo. Por tanto, nosotros 
pensamos que la activaciôn de complemento por membranas celu 
lares debe tener un papel biolôgico diferente o adicional al 
expuesto por estos autores, que es el que hemos tratado de 
estudiar en este trabajo. El hecho de que ..en un sistema autôlo 
go, en las condicidnes estudiadas, nunca se produzca lisis 
celular, siendo necesaria la utilizaciôn de algunos sueros 
heterôlogos para que esta tenga lugar, no explica que su fini 
ca funciôn sea la eliminaciôn de células potencialmente ma- 
lignas.
Apoyando la idea de que las estructuras de membrana cape 
ces de activar complemento pudiesen ser un marcador biolôgi­
co de maduraciôn, estan los experlmentos de Kierszembaum y
1 r -
Bndzo (200) que def inert una sul.'pohlacjôn de timocitos de rata 
sensibles al complemento de cobaya, cuya eliminaciôn hace desa 
parecer la respuesta a PHA y a ConA.
El grupo de flul 1er-Eberhard (205, 206) ha descrito la pre­
sencia de neoantîgenos del MAC en linfocitos, (que se incre- 
mentan con la Incubaciôn en suero autôlogo), sin afectar a la 
viabilidad celular. Este complejo parece jugar un papel en las 
reacciones citotôxicas mediadas por anticuerpos (ADCC) (160), 
habiéndose visualizado en la zona de uniôn entre la célula dia 
na y la célula efectora. Estos autores no encuentran explica- 
ciôn al hecho de que este complejo pueda ejercer una acciôn 11 
tica sobre la cêlula diana sin afectar a la célula efectora.
Por tanto, todos estos datos tomados en conjunto apuntan 
hacia la idea,compartida por nosotros y apoyada con este traba 
jo, que la activaciôn de complemento por linfocitos debe ju­
gar funciones inmuno-reguladoras, sin descartar que pueda ac- 
tuar como sistema de reconocimiento y eliminaciôn de células 
transformadas.
La fluorescencia observada en linfocitos humanos después 
de la incubaciôn con SHN es debida a un proceso activo y no a 
una mera captaciôn.de C3 nativo por las membranas celulares, 
ya que los componentes del complemento en estado nativo no se 
unen a estos, y la tinciôn fluorescente desaparece cuândo el 
SUN ha sido tratado con EDTA ô calentado a 56®C. Esto queda to 
talmente demostrado con la existencia de fragmentes de C3, de- 
tectados por electroforesis bidimensional y por med ida de capa 
cidad hemolltica, en el SHN después de incubado con las célu­
las.
1 4 7
La separaciôn de los linfocitos de sangre periférica des- 
puês de eliminar los macrôfagos, nos indicé que las células ca 
paces de activar complemento se encontraban en la poblacién no 
T (B + células "nulas") y representaba aproximadamente la mi- 
tad de las células que tenian inmunoglobulinas de superficie. 
Los linfocitos T asî como los timocitos no tenîan capacidad de 
activar complemento.
Estos datos se corroboraron con los encontrados en amîgda 
las, donde encontramos nuevamente que la poblacién activadora 
se encuentra entre los linfocitos no T y représenta aproximada 
mente la mitad de la poblacién con inmunoglobulinas en su mem­
brana.
En la poblacién no T existen células B y células "nulas". 
Con la eliminaciôn de células con receptores para el fragmente 
Fc de la IgG (principalmente células nulas), se obtuvo una po- 
blaciôn con un 98% de inmunoglobulinas de superficie y un 60% 
de células activadoras de complemento. De acuerdo con estos da 
tos podemos concluir que los linfocitos humanos con capacidad 
activadora son una subpoblaciôn dentro del compartimente de 
las células B.
Estos datos estan de acuerdo con los de Sundsmo et al.(205) 
que encuentran que las células que expresan los déterminantes 
antigénicos del MAC son principalmente de la estirpe B, y con 
las de Wilson et al. (207) que detectan diferentes componentes 
del complemento, principalmente el C4 y el factor H, ûnicamen­
te sobre linfocitos B, y que lîneas 1infoblastoideas T como 
MOLT 4 (196) no activan complemento.
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En todas las poblaciones linfocitarias estudiadas, la acti 
vaciôn de complemento es independiente de la presencia de ant_i 
cuerpos y parece producirse por la via alternativa. Es indepen 
diente de la presencia de anticuerpos porque la utilizaciôn de 
suero previamente absorbido y suero de un paciente aqammaglobu 
linëmico como fuentes de complemento no produce variaciones en 
el porcentaje de células activadoras en todos los casos estu- 
d iados.
Tiene lugar por la via alternativa porque J.a activaciôn de 
complemento desaparece cuando el factor B es inactivado por ca 
lentamiento del SHN S 52”C durante 20 min., y permanece cuando 
existen en el suero iones Mg en ausencia de iones Ca (trata- 
miento del SHN con EGTA O.OIM y Cl^Mg 0.7 mM).
Dado que no todas las células B son capaces de activar corn 
plemento, estudiamos la respuesta a P14M de las células B con y 
sin capacidad de activar complemento, separadas mediante el 
FACS. Como hemos desarrollado ampliamente en los resultados 
los linfocitos B activadores tienen una proliferaciôn muy in- 
crementada en respuesta a PWM respecte a los no activadores, 
asî mismo, la poblaciôn activadora segrega cantidades superio- 
res de IgG y de IgM que las no activadoras.
En esta linea, existen diferentes estudios que llevan a 
concluir que diferentes mitôgenos, entre ellos el PIVM, estimu- 
1 an distintas subpoblaciones o estadios de diferenciaciôn de 
los linfocitos B (37, 43, 44, 45, 51).
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Es posible que las estructuras de la membrana que definen 
la capacidad de activar complemento sean adquiridas por los lin 
focitos B en un avanzado estado de su maduraciôn hacia células 
plasmâticas. i Oué sentido puede tener en el contexte de la res 
puesta inmune la expresiôn de estos estructuras?
Es sabido que el C3 potencia la capacidad proliferativa de 
células B en respuesta a mitôgenos como LPS (166), asî mismo 
Dierich y Landen (209) han demostrado que él C3 àctivado forma 
puentes de uniôn entre células facilitando los contactos celu­
lares necesarios para que tenga lugar la respuesta inmune, fi- 
nalmente se sabe que el complemento activado es necesario para 
la localizaciôn de células sensibilizadas en los centros germi. 
nales, necesarios para la respuesta secundaria (152, 153). Por 
tanto, en el estadio en que los linfocitos B poseen estas es­
tructuras, estan en condiciones de fijar C3b a su membrana que 
podrîa actuar en las funciones anteriormente citadas.
Independientemente de las posibles impiicaciones biolôgi­
cas, estas estructuras de membrana con capacidad de activar 
complemento pueden ser un marcador fenotîpico adquirido por 
los linfocitos B en su proceso de maduraciôn, o bien pueden de 
finir una subpoblaciôn de linfocitos B con capacidad de respnes 
ta a PWM.
En este sentido, creemôs interesante el estudio del feno- 
tipo de las poblaciones activadora y no activadora de comple­
mento, ya que como hemos indicado en la Introducciôn existe una 
correlaciôn entre la expresiôn de los isotipos de las inmuno­
globulinas de membrana y el estadio de maduraciôn de los linfo
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citos B, asî como el estudio de la respuesta de estas dos pobla 
ciones a otros mitôgenos, como el Staphylococcus aureus, ya que 
esté descrito que las poblaciones que responden a ambos son di- 
f erentes.
En el contexte de nuestros resultados adquiere especial im- 
portancia el hecho de la apariciôn de estructuras de membranas 
con capacidad de activar complemento en linfocitos T activados 
mitogénica y alogênicamente, asî como en linfoblastos manteni- 
dos en cultive prolongado con IL-2.
En los ûltimos anos, han aparecido abundantes datos en la 
literatura sobre la expresiôn de nuevas estructuras antigénicas 
después de la activaciôn de las células T. Algunas de estas es­
tructuras se han identificado con antîgenos de diferenciaciôn 
que pueden définir subpoblaciones funcionales.
Entre ellos se encuentran los antîgenos la, que no existen 
6 existen en baja densidad en linfocitos T (222) incrementândo- 
se notablemente como consecuencia de la transformaciôn blSstica 
(66, 232, 233). El significado funcional de esta poblaciôn Ia+ 
es desconocido, aunque se ha especulado que estas células pue­
den ser células T supresoras, basândose en el hecho de que és- 
tas células Ia+ poseen el receptor para el fragmente Fc de la 
TgG^pero no para el de la IgM (66).
Con el uso de anticuerpos monoclonales se han descrito los 
antîgenos 4F2 (234 , 235) y 5E9 (234), especîficos de células 
1infobiastoideas humanas de la estirpe celular T, que pueden
- 151 -
ser marcadores Ctiles en estudios de diferenciaciôn celular.
En cambio existen otros receptores, como son el receptor pa 
ra el fragmente Fc de la InG 6 de la IgM, que se detectan en 
linfocitos T "en reposo" y activados^ y que definen subpobla- 
ciones funcionales (Ty y Tp respectivamente) (69-73). No obstan 
te, su expresiôn varia con la estimulaciôn alogênica, habiéndo­
se observado a lo largo de un cultive mixte la transformaciôn 
de células Tp en Ty (235).
Finalmente, la activaciôn de las células T produce la apari 
ciôn de receptores para IL-2, a los cuales se une esta linfoqui 
na manteniendo células T previamente activadas en cultive pro­
longado. (226).
Otros de los componentes de membrana, que no existen ô bien 
no pueden detectarse por encontrarse en baja densidad en linfo­
citos "en repose" y que aparecen como consecuencia de la trans- 
formaciôn blSstica son éstos descritos por nosotros, responsa­
bles de la activaciôn de complemento. Hemos intentado relacio- 
narlos con otras estructuras como son los receptores para IL-2, 
con la finalidad de conocer algunas de sus posibles funciones 
biolôgicas.
Hemos observado que la poblaciôn de linfoblastos T activado 
res de complemento es dependiente de IL-2 en su crecimiento. 
Después de estar 2 dlas en cultivo con IL-2 el porcentaje de 
linfoblastos activadores de complemento aumenta hasta alcanzar
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valores prôxinios al 60%, lo que nos puede indicar dos posibili^ 
dades:
- Las células activadoras de complemento tienen mayor ca­
pacidad de respuesta a IL-2 y se expenden cuândo se cultivan 
en presencia de esta linfoquina.
- Los linfoblastos no activadores de complemento adquieren 
la capacidad de activar complemento, es decir sufren un cambio 
fenotîpico después del estlmulo producido por IL-2.
La mayor proliferaciôn en respuesta a IL-2 de los linfo­
blastos T activadores frente a los no activadores y a los con­
trôles indica que la primera de estas alternativas sea mâs pro 
bable, ésto es que la poblaciôn activadora posee una mayor ca­
pacidad de respuesta a IL-2.
Esta mayor capacidad de respuesta puede deberse a la pre­
sencia de los complejos C3-anti-C3 en su membrana, o bien a 
una mayor concentraciôn de receptores para este factor de creci­
miento sobre la poblaciôn activadora.
Nuestros datos sugieren que estos complejos pueden tener 
alqûn efecto sobre la proliferaciôn, en respuesta a IL-2, ya 
que se produce un aumento en la sîntesis de DNA cuândo la po­
blaciôn total de linfoblastos ha sufrido el proceso de activà- 
ciôn de complemento antes de ponerse en cultivo con IL-2. No 
obstante, este efecto no puede explicar la gran diferencia 
encontrada entre la capacidad proliferativa de linfoblastos 
activadores y no activadores, especialmente teniendo en cuenta 
que solamente un 15% de células permanecen tenidas después de 
6 (lias en cultivo.
Todos estos cetor perecen indicar que ]a cant idad de recep­
tor es para IL-2 se encuentra incrementada en los blastos activa 
dores de complemento, sugiréndonos que la capacidad de activar 
complemento puede définir diferentes estadios funcionales de ma 
daraciôn o bien diferentes subpoblaciones.
Con estos estudios se abre una posible vîa de caracteriza- 
ci6n de estadios de linfocitos T, que serS necesario completar 
con futuras investigaciones estudiando el comportamiento de 
las poblaciones .activadora y no activadora en citotoxicidad y 
cooperaciôn celular.
Estos estudios cobran especial interés, teniendo en cuenta 
que se han encontrado CAC en algunos procesos patolôgicos, co­
mo la monucleosis infecciosa (191, 192) y en algunos tipos de 
leucemias (196, 197), y nuestros propios datos preliminares se 
nalan un incremento en las células T activadoras de complemen­
to en procesos autoinmunes, que posiblemente esté relacionado 
con un mayor nûmero de células T activadas circulantes.
Diferentes componentes de la membrana celular se han cons^ 
derado como posibles responsables de la activaciôn de comple­
mento (125-130).
Fearon (127) ha descrito que existe una relaciôn inversa 
entre el contenido en Scido siSlico y la capacidad de activar
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complemento de una partîcula, ya que encuentra que la elimina­
ciôn de este Scido de las membranas de los eritrocitos de car- 
nero, convierte a estos en superficies activadoras, y que la 
capacidad de activar complemento de eritrocitos de ratôn de di 
ferentes géneros (135), donde la concentraciôn de Scido siSli­
co esta regulada por alelos de un locus autosomico, es fun­
ciôn de dicha concentraciôn. Proponen que el mecanismo de acciôn 
del Scido siSlico es promover una asociaciôn de alta afinidad 
entre el C3b unido y el factor H, sin influir en la afinidad 
del C3b por el factor B, como se ha expuesto ampliamente en la 
Introducciôn.
En los casos estudiados por nosotros la eliminaciôn del 
Scido siSlico de las membranas citoplasmSticas produce un au­
mento en el porcentaje de CAC, aunque este aumento no es del 
100%, es decir, el tratamiento con neuraminidasa transforma 
células que potencialemente podrîan activar complemento en act_i 
vadoras. Ante esto, pensamos que una baja densidad de Scido siS 
lico no es condiciôn suficiente para que una membrana celular 
sea activadora de complemento, sino que posiblemente existan 
unas estructuras intrînsecas de membrana que son responsables 
de dicha activaciôn y estan présentes en una poblaciôn linfoci- 
taria definida, de tal modo que el tratamiento con neuraminida­
sa las hace patentes en aquellas células en las que estaban en- 
mascaradas por el Scido siSlico. Estas estructuras son denomi- 
nadas por el grupo Muller-Eberhard (128, 129) antagonistas del 
factor H, porque actûan impidiendo la uniôn de esta enzima con 
el C3b unido a la partîcula.
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Estos autores encuentran que se pueden transformar células 
no activadoras de complemento en activadoras uniendo un lipo- 
polisacarido a las membranas citoplSsmaticas, sin provocar nin 
guna modificacién en el contenido de Scido siSlico de las mis- 
mas (128) .
Esta idea es también apoyada por los hallazgos de Kierszem 
baum y Budzko (200) quienes encuentran que la capacidad de ac­
tivar complemento heterôlogo por timocitos de rata aumenta al 
hacerlo la edad del timo, habiéndose descrito que el proceso 
de diferenciaciôn y maduraciôn de timocitos de ratôn envuelve 
la uniôn de residues de Scido siSlico a residues de galactosa 
y de N-acetil-galactosamina (236).
Existen datos contradictories sobre la relaciôn entre el 
contenido en Scido siSlico y la carga elêctrica negativa de las 
membranas.celulares. Asî, mientras Wiig (237) establece que la 
carga negativa estS principalmente determinada por la cantidad 
de Scido siSlico, Despont et al. (238) encuentran que los linfo 
cites T y B de bazo de ratôn tienen cantidades comparables de 
Scido siSlico y sin embargo la movilidad es mucho mayor en los 
linfocitos T que en los B (227, 228), por lo que establecen 
que no existe una relaciôn directa entre el contenido de Scido 
siSlico y la carga elêctrica de la membrana.
El hecho de que nosotros hemos encontrado un cierto aumento 
en la activaciôn de complemento después del tratamiento con neu 
ramlnidasa, y la apariciôn de estructuras activadoras después
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de la transformaciôn blSstica nos suqiriô que podîa existir una 
relaciôn entre la carga elêctrica de las memlnranas citopl asmSt^ 
cas y la capacidad de activar complemento.
Sometiendo linfocitos humanos a electroforesis celular he­
mos encontrado que los linfocitos B tienen una carga negativa 
menor que los linfocitos T, y que estos disminuyen dicha carga 
después de suf rir la transf ormaciôn blSstica produc id a por est_i 
mulaciôn mitogénica con PHA, datos que estSn de acuerdo con 
otros §nteriormente descritos (229). Sin embargo, la activaciôn 
de complemento estudiada en varias fracciones de linfocitos B y 
de linfoblastos T con diferente movilidad electroforética no ha 
dado diferencias significativas, lo que nos hace pensar que no 
existe una relaciôn directa entre la capacidad de activar com­
plemento y la carga elêctrica de las membranas citoplasmSticas.
Estos datos también indican que el Scido siSlico no es el 
ûnico factor déterminante de la carga elêctrica negativa, tal 
y como sugieren Despont et al. (238) .
A estas mismas conclusiones ha llegado Fearon (127) tratan 
do eritrocitos de carnero con NalO^, que convierte el Scido 
siSlico en Scido heptulônico, produciendo una disminuciôn de 
la carga negativa y sin afectar la capacidad de activar comple 
mento.
Con este trabajo hemos establecido definitivamente que
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algunas estructuras intrînsecas de la membrana citoplasmâtica 
de los linfocitos poseen capacidad de activar complemento, in 
dependientemente de la presencia de anticuerpos. Asî mismo, 
hemos apuntado algunas de las funciones biolôgicas que este 
fenômeno puede desempenar. La caracterizaciôn bioquîmica de 
estas estructuras con la posible manipulaciôn de las mismas 
ayudarS a aclarar su papel en la respuesta inmune.
/T)(
CONCLUS!ONES
1. Linfocitos humanos normales procedentes de diferentes ôrganos 
linfoides presentan la capacidad de activar complemento. Di­
cha activaciôn es independiente de la presencia de anticuerpos.
2 . La activaciôn de complemento por linfocitos tiene lugar por la 
vîa alternativa.
?. Los linfocitos que activan complemento son una subpoblaciôn del 
compartimento de células B.
4. Los linfocitos B activadores de complemento proliferan mejor y 
y segregan mayor cantidad de IgG é IgM que los no activadores, 
en respuesta a PWM.
5. Los linfocitos T no activan complemento, pero adquieren las es­
tructuras capaces de activarlo despues de la estimulaciôn alo- 
gônica y mitogénica con PHA.
h . El crecimiento de los linfoblastos T activadores de complemento 
es dependiente de lL-2.
7. Los linfoblastos T activadores muestran una respuesta a IL-2 in 
crementada respecte a los blastos no activadores.
8. Los complejos C3-anti-C3 sobre la membrana de los linfoblastos 
aumenta la capacidad proliferativa de estos en respuesta a IL-2
9 .  La eliminaciôn del acido sialico provoca un aumento del porcen­
taje de células activadoras de complemento , pero una baja den­
sidad en dicho âcido no es condiciôn sufieiente para que una su­
perficie sea activadora de complemento.
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10. Los linfocitos B tienen menor carga negativa que los linfoci- 
tos T.
11. La transformaciôn blâstica produce una disminuciôn de la carga 
elêctrica negativa de los linfocitos.
12. No existe una relaciôn directa entre la carga eléctrica de las 
membranas citoplasmSticas y la capacidad de activar complemento.
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